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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВВЕДЕНИЕ 
Вопросы гематогенной тромбофилии и со-

стояния тромботической готовности у женщин 
приобретают особую актуальность во время бе-
ременности [1]. Исследованием данной проблемы 
занимаются многие отечественные и зарубежные 
авторы [2–6].

По данным литературы, тромбофилия пред-
ставляет собой патологическое состояние, обу-

* Белоусова Тамара Владимировна, e-mail: belousovatv@ngs.ru

словленное комбинацией факторов риска, реа-
лизованных развитием тромбоза. В свою очередь 
состояние тромботической готовности характе-
ризуется совокупностью нескольких параметров, 
таких как лабораторно выявляемая гиперкоагу-
ляция, высокий уровень маркеров внутрисосу-
дистого свертывания крови, а также клиниче-
скими признаками предтромбоза. К последним 
относятся увеличение вязкости крови, замедле-
ние кровотока по данным дуплексного ангио-
сканирования, перманентные признаки органной  

УДК 618.3-06:616.151.5
DOI 10.20538/1682-0363-2016-5-5–15
Для цитирования: Белоусова Т.В., Маринкин И.О., Плюшкин В.А., Леонова А.А. Взаимосвязи в системе мать – плацента –  
ребенок при состоянии тромботической готовности и гематогенных тромбофилиях. Бюллетень сибирской медицины. 
2016; 15 (5): 5–15

Взаимосвязи в системе мать – плацента – ребенок при состоянии  
тромботической готовности и гематогенных тромбофилиях  
Белоусова Т.В., Маринкин И.О., Плюшкин В.А., Леонова А.А.
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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования – выявление взаимосвязей в системе мать – плацента – ребенок при наличии гема-
тогенной тромбофилии и (или) состоянии тромботической готовности у женщин во время беременности. 

Материал и методы. В группу исследования были включены 454 пациента, распределенных на две 
подгруппы: 1-я – 225 женщин (беременных и в последующем рожениц) и 2-я – 229 их новорожденных, 
находившихся в отделениях перинатального центра ГБУЗ НСО «Государственная Новосибирская об-
ластная клиническая больница». На 3–5-е сут жизни 75 новорожденным из 2-й подгруппы проведено 
исследование показателей системы гемостаза. В группу контроля входили 42 здоровых новорожденных 
от соматически здоровых матерей (без тромбофилии). Им проведено исследование системы гемостаза 
для определения показателей референсных  значений. 

Результаты. Изучены взаимосвязи между нарушениями системы гемостаза у матерей с состоянием 
тромботической готовности, гематогенной тромбофилией, морфогистологическими изменениями в по-
следе и состоянием здоровья новорожденных. Проведены анализ историй родов, патоморфологическо-
го исследования последа и историй развития новорожденных, оценка системы гемостаза. Выявлен ряд 
осложнений в течении гестационного процесса и раннего неонатального периода. Корреляционный ана-
лиз установил наличие взаимосвязей в системе мать – плацента – ребенок по ряду факторов, влияющих 
на показатели состояния здоровья детей. Для коррекции указанных нарушений могут быть применены 
на практике профилактические мероприятия, позволяющие предупреждать развитие перинатальных ос-
ложнений при гематогенной тромбофилии и (или) тромботической готовности.

Ключевые слова: гематогенная тромбофилия, состояние тромботической готовности, перинаталь-
ный период, система мать – плацента – ребенок.
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дисфункции, тромбирование иглы при венепунк-
ции, нарушение фетоплацентарного кровотока, 
синдром звдержки внутриутробного развития 
(ÇВУР) плода, частичная отслойка плаценты и 
другие состояния. Современные представления 
о тромбофилии позволяют утверждать, что лишь 
при условии  реализация тромботической го-
товности, то есть при сохраняющихся факторах 
риска и их нарастании, именно возникшее тром-
ботическое событие (сосудистая катастрофа)  
может быть обозначено как тромбофилия [1].

Помимо увеличения риска тромботических ос-
ложнений у самой женщины в любом периоде ее 
жизни данная патология несет в себе ряд акушер-
ских осложнений в случае наступления беремен-
ности [7]. Доказана связь гематогенной тромбо-
филии с синдромом потери плода, задержкой его 
внутриутробного развития, преýклампсией, фето-
плацентарной недостаточностью (ФПН) [8–11]. 

В настоящее время особое внимание уделяет-
ся изучению проблемы влияния тромбофилии и 
состояния тромботической готовности у беремен-
ных на вероятность развития аналогичных состо-
яний у их новорожденных. По мнению ряда ав-
торов, требуется дальнейшее изучение вопроса о 
влиянии гиперкоагуляционного статуса беремен-
ных на развитие тромботической васкулопатии 
фетоплацентарного комплекса (ФПК) и тромбо-
ýмболических осложнений у новорожденных [12].  
Встречаются единичные научные исследования, в 
которых прослеживается связь тромбофилии, в 
частности наличия антифосфолипидных антител 
и ýндотоксинемии у женщин с кардиоваскуляр-
ной патологией и ее влияния на здоровье  но-
ворожденных [13]. Подобные результаты можно 
найти и в отдельных работах  зарубежных авто-
ров. Так, по мнению некоторых исследователей, 
тромботические осложнения у новорожденных от 
матерей с антифосфолипидным синдромом (АФС) 
обусловлены наличием у ýтих  детей собственных 
антифосфолипидных антител (АФА), что зависит 
от их трансплацентарного  переноса. При ýтом 
титр антител у матери коррелирует с таковым в 
крови новорожденного, в связи с ýтим всем ново-
рожденным с тромбозами рекомендуется помимо 
стандартных методов исследования системы свер-
тывания крови дополнительное проведение скри-
нинга на наличие АФА [14]. 

В связи с вышеизложенным, актуальным объек-
том для изучения остаются вопросы, касающиеся  
выявления предикторов негативного влияния 
гематогенной тромбофилии беременных  на со-
стояние фетоплацентарного комплекса, внутри- 
утробного плода и в последующем на состо-

яние  здоровья детей [15–18]. Разработка ýтих 
аспектов позволит решить проблему профилак-
тики возникновения вероятных перинатальных 
осложнений на ранних ýтапах, то есть на ýтапе  
выявления у женщин гематогенной тромбофилии 
и (или) состояния тромботической готовности и 
планирования беременности.

Цель настоящего исследования заключалась в 
выявлении взаимосвязей в системе мать – пла-
цента – ребенок при наличии гематогенной тром-
бофилии и  (или) состоянии тромботической го-
товности у женщин во время беременности. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Дизайн настоящего исследования представлен 

следующим образом. Были сформированы две 
группы: группа исследования и группа контро-
ля. В группу исследования включены 454 пациен-
та, распределенных на две подгруппы: 1-я – 225 
женщин (беременных и в последующем рожениц) 
и 2-я – 229 их новорожденных, находившихся в 
отделениях перинатального центра ГБУÇ НСО 
«Государственная Новосибирская областная 
клиническая больница» («ГНОКБ»). На 3–5-е 
сут жизни 75 новорожденным из 2-й подгруппы 
проведено исследование показателей системы 
гемостаза (активированное парциальное тромбо-
пластиновое время (АПТВ), протромбиновое вре-
мя (ПВ), тромбиновое время (ТВ), растворимые 
фибрин-мономерные комплексы (РФМК), фи-
бриноген, аденозиндифосфат (АДФ), количество 
тромбоцитов). В группу контроля входили 42 здо-
ровых новорожденных от соматически здоровых 
матерей (без тромбофилии). Это категория детей 
была обследована ранее, им было проведено ис-
следование системы гемостаза для определения 
показателей референсных  значений. Получен-
ные данные представлены в научных  публикаци-
ях, а исследования выполнены  на базе указан-
ного выше медицинского учреждения, в условиях 
одной и той же лаборатории гемостаза [19]. Эти 
данные по группе контроля были включены в  
работу еще и ввиду наличия ряда ýтических и 
правовых аспектов проведения инвазивных вме-
шательств у здоровых новорожденных. Оценка 
состояния коагуляционного звена системы гемо-
стаза  в группе исследования и группе контроля 
проводилось на автоматическом коагулометре 
ACL-200 Instrumentation Laboratory – IL  (США) 
с использованием стандартизированных методик 
и наборов реактивов. Гарантия качества анализов 
клинических лабораторий ГБУÇ «ГНОКБ» обе-
спечивалась участием лабораторий в Федераль-
ной системе внешней оценки качества (ФСВОК,  
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г. Москва, Россия), международной системе 
оценки качества (EQAS-США) и автоматизиро-
ванным внутрилабораторным контролем.

Статистическая обработка результатов  про-
водилась с использованием пакета прикладных 
программ BIOSTAT (версия 4.03) и ýлектрон-
ных таблиц Microsoft Excel. Статистическая об-
работка вариационных рядов включала опреде-
ление объема анализируемой группы n, средней 
М и стандартной ошибки m. Данные приведены 
в виде М ± m, %. Анализ результатов  прове-
ден с помощью сравнения вариационных рядов, 
параметрического критерия Стьюдента. В то же 
время, принимая во внимание то обстоятельство, 
что численность анализируемой выборки в груп-
пе исследования и  группе контроля составила 
75 и 42 соответственно, было принято решение 
применить данный критерий как инструмент об-
работки информации, поскольку  выборка досто-
верно прошла оценку на нормальность распре-
деления с помощью критерия Шапиро – Уилка. 
Применялись непараметрический критерий (кри-
терий соответствия χ2), а также точный критерий 
Фишера (для групп с общим числом наблюдений 
менее 100) и критерий Манна – Уитни. Проведен 
корреляционный анализ полученных результатов 
с вычислением линейной корреляции, называе-
мый коýффициентом Спирмена (r). Данный метод 
был избран вследствие того, что он может быть 
использован не только для количественно выра-
женных данных, но также и в случаях, когда ре-
гистрируемые значения определяются описатель-
ными признаками различной интенсивности [20].

Для определения вклада тромбофилии и тром-
ботичского состояния матерей в изменения си-
стемы гемостаза и риск развития осложнений у 
новорожденных проводили логистический регрес- 
сионный анализ – рассчитывали отношение шан-
сов  (OR) и его доверительный интервал (CI 95%).  
Расчеты  выполняли  с  помощью  статистическо-
го пакета genetics R-project (version 2.11.0). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
На основании проведенного исследования 

получены следующие результаты. В частности, 
структура нарушений в системе гемостаза при 
тромбофилии и (или) состоянии тромботической 
готовности у беременных гетерогенна и пред-
ставлена АФС у 37 (17,3%), гиперагрегационным 
синдромом (ГАС) у 57 (25,3%), гиперфибриноге-
немией у 134 (60%), тромбинемией у 180 (80%).  
У 18 (8%) – гиперкоагуляционным синдромом, 
нарушениями в системе протеина С у 33 (14,7%) 
беременных. Сочетанные нарушения в системе 

гемостаза установлены у 149 (66,2%) беремен-
ных. Гиперпродукция VIII и IX факторов свер-
тывания и тромбофилия метаболического генеза 
относятся к категории редко встречающихся и 
выявлены лишь у 7 (3,1%). Беременность у жен-
щин с тромбофилией и (или) тромботическим со-
стоянием в большинстве случаев сопровождались 
развитием преýклампсии, которая имела место у 
150 (66,7%), угрозы прерывания – в 130 (57,8%) 
случаях, фетоплацентарной недостаточности 
(ФПН) – 157 (69,8%). В 35 (15,6%) случаях тече-
ние беременности осложнилось формированием 
и прогрессированием внутриутробной гипоксии 
плода. Показания к родоразрешению путем опе-
рации кесарева сечения  были выставлены в 50% 
случаях наблюдения. 

При патоморфологическом исследовании по-
следа выявлено наличие признаков нарушения 
созревания плаценты в 110 (48,8%) случаях, а 
также воспалительных изменений неинфекцион-
ного генеза – в 115 (51,1%). 

В раннем неонатальном периоде у детей, родив-
шихся  от матерей с тромбофилией и (или) состоя-
нием тромботической готовности, зарегистрирова-
ны осложнения в виде полиорганных дисфункций 
ишемического характера. Церебральная ишемия 
разной степени тяжести диагностирована у 75 
(32,8%) детей, гипоксическая кардиопатия (ише-
мии миокарда) – 63 (27,5%), синдром дыхательных 
нарушений – у 21 (9,2%) новорожденных. Кроме 
того, у 63 (27,5%) детей развился тромбогеморра-
гический синдром, в структуре которого кожный 
геморрагический синдром диагностирован у 45 
(71,4%), кефалогематомы – 10 (15,9%), гематеме-
зис – 8 (12,7%), внутрижелудочковые кровоизли-
яния – 4 (6,3%), тромбозы сосудов – у 4 (6,3%). 
Отмечены также единичные случаи синдрома дис-
семинированного внутрисосудистого свертывания 
(ДВС) крови, а у 11 (19,5%) новорожденных уста-
новлено сочетание различных клинических прояв-
лений тромбогеморрагического синдрома. Таким 
образом, тромбофилии и (или) состояния тромбо-
тической готовности беременных сопровождаются 
развитием нарушений в функционировании раз-
личных систем организма у новорожденных, ха-
рактеризующихся как изменения ишемически-ге-
моррагического характера. 

Проведена оценка состояния системы гемоста- 
за у новорожденных от матерей с тромбофилией  
и (или) тромботическим состоянием. Полученные  
результаты в целом сравнивались с аналогичными 
показателями контрольной группы. Выявленные 
изменения в системе гемостаза у новорожден-
ных, родившихся от матерей с тромбофилией  
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и (или) тромботическим состоянием, характери-
зуются тенденцией к гиперкоагуляции по внеш-
нему и внутреннему механизмам свертывания 
крови: (АПТВ (32,2 ± 0,5) с, в группе контроля –  
(57,2 ± 2,5) с, р < 0,001; ПВ  (12,9 ± 0,2) с,  
в группе контроля – (33,0 ± 1,1) с; р < 0,001), 
гиперагрегацией тромбоцитов, а также высоким 
уровнем тромбинемии (средние значения по по-
казателю РФМК составили (22,3 ± 0,7) х 10-2 г/л,  
в группе контроля – (12,8 ± 0,04) х 10-2 г/л;  
р < 0,001). Уровень фибриногена по средним значе-
ниям в группе исследования составил (4,0 ± 0,1) г/л,  
что превысило значения данного показателя у но-
ворожденных контрольной группы – (2,8 ± 0,2) г/л;  
р < 0,001. Полученные данные свидетельствует о 
высоком риске развития тромботических ослож-
нений  у детей данной группы, находя подтверж-
дение в структуре вышеуказанных патологических 
состояний и заболеваемости в раннем неонаталь-
ном периоде. Вместе с тем наряду с установленны-
ми изменениями у большинства новорожденных 
зарегистрирована тенденция к гипокоагуляции 
на конечном ýтапе свертывания (ТВ составил  
(16,2 ± 0,4) с, в группе контроля – (12,2 ± 0,1) с; 
р < 0,001). Указанные изменения, вероятно, яв-
ляются фактором, частично компенсирующим ги-
перкоагуляционные сдвиги в системе гемостаза, и 
определяют склонность, наряду с тромботически-
ми, к геморрагическим проявлениям.

На основании проведенного корреляционно-
го анализа были также выявлены определенные 
взаимосвязи в системе мать – плацента – ребе-
нок между нарушениями в системе гемостаза у 
беременных с тромбофилией и (или) состоянием 
тромботической готовности, состоянием фето-
плацентарного комплекса, а также состоянием 
здоровья и  системой гемостаза новорожденных. 
В частности установлено, что чем выше уровень 
тромбинемии у женщин в III триместре бере-
менности, тем больше риск развития у новоро-
жденных гипоксической кардиопатии (ишемии 
миокарда)  (r = 0,27; p < 0,05). При ýтом у ýтих 
женщин дети рождаются с высоким уровнем фи-
бриногена в крови. У беременных с гиперкоагу-
ляционным синдромом (укорочение ПВ) чаще, 
чем при других формах состояния тромботиче-
ской готовности, выявляются признаки хрониче-
ской ФПН (r = 0,34; p < 0,05), что, в свою оче-
редь, обусловливает ÇВУР плода (r = 0,29; p < 
0,05) и рождение маловесных, с меньшей длиной 
тела детей (r = 0,32; p < 0,05). Актуальным также 
представляется установленная закономерность в 
виде более высокого уровня фибриногена у бе-
ременных с тромбофилией и (или) состоянием 

тромботической готовности и  массой плаценты 
(r = 0,36; p < 0,05). При ýтом у новорожденных 
детей отмечается более высокий риск развития 
гипоксической кардиопатии (ишемии миокарда) 
(r = 0,25; p < 0,05). Установлено, что у женщин 
с ГАС дети рождаются менее зрелыми (r = 0,26;  
p < 0,05). Кроме того, чем выраженнее гипер- 
агрегация тромбоцитов (АДФ) в III триместре 
беременности, тем  больше признаков незрело-
сти выявлялось у родившихся детей (r = 0,36; 
p < 0,05) и выше риск развития гипоксической 
кардиопатии (r = 0,27; p < 0,05). При условии 
более высоких показателей агрегации тромбо-
цитов на ристомицин во время беременности у 
новорожденных наблюдается более выский уро-
вень тромбинемии (r = 0,6; p < 0,05). Наличие 
тромбофилии метаболического генеза у женщин 
обусловливает высокий риск церебральной ише-
мии у их новорожденных (r = 0,24; p < 0,05). При 
наличии преýклампсии у женщин с тромбофили-
ей и (или) состоянием тромботической готовно-
сти  у их детей в показателях системы гемостаза 
выявляется гиперкоагуляция на конечном ýтапе 
свертывания (r = 0,24; p < 0,05). При наличии 
же такой сопутствующей патологии, как ожире-
ние, отмечается высокий риск развития синдро-
ма дыхательных расстройств у детей (r = 0,29;  
p < 0,05), которые чаще рождаются с признаками 
ÇВУР (r = 0,26; p < 0,05) и с более низкой массой 
тела (r = 0,2; p < 0,05). Кроме того, чем больше 
масса тела у матерей, тем дети рождаются менее 
зрелыми (r = 0,21; p < 0,05). 

В результате проведенного логистического 
регрессионного анализа получена статистически 
значимая ассоциация сочетанных нарушений в 
системе гемостаза у женщин с наличием тромбо-
геморрагического синдрома у их детей (OR [СI 
95%] = 1,08 [1,02–1,14];  р = 0,01). Статистически 
значимая ассоциация с повышенным риском раз-
вития тромбогеморрагического синдрома у детей 
в целом и тромбозов в частности также получена 
для тромбофилии метаболического генеза у ма-
терей (OR [CI 95%] = 1,44 [1,05–1,96];  р = 0,02 и 
OR [СI 95%] = 1,27 [1,17–1,39]; р = 1,63 х 10-7со-
ответственно). Вместе с тем установлена стати-
стически значимая взаимосвязь осложненного 
течения периода новорожденности (сочетанные 
осложнения) с преждевременными родами (OR 
[СI 95%] = 1,95 [1,43–2,66];  р = 4,45 х 10-5). В 
свою очередь, для данной категории пар выявлена 
статистически значимая ассоциация  ГАС у жен-
щин (OR [CI 95%] = 1,08 [1,01–1,15]; p = 0,0223) и 
внутриутробной гипоксией плода (OR [CI 95%] =  
1,08 [1,002– 1,17]; р = 0,0467).
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ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенного исследования 
установлена структура и  гетерогенность  тром-
бофилий и (или) состояния тромботической го-
товности у беременных. Полученные данные со-
поставимы с результатами исследования других 
авторов, которые, в частности, указывают на 
высокую частоту АФС  среди пациенток данной 
категории (до 25%), а также нарушений в системе 
протеина С (20%) и синдрома липких тромбоци-
тов  (14%) [21]. 

В то же время у большинства беременных 
(66,2%), включенных в исследование, диагности-
рованы сочетанные нарушения в системе гемос-
таза, что свидетельствует о более высоком риске 
развития у них тромбогенных осложнений и не-
обходимости проведения дифференцированной 
комплексной терапии с целью профилактики 
развития неблагоприятных тромбогеморрагиче-
ских состояний. Важно то, что средний возраст 
беременных, у которых выявлена тромбофилия 
и (или) состояние тромботической готовности, 
составил (28,7 ± 5,4) лет, женщин старше 35 лет –  
16,4%, что демонстрирует предрасположен-
ность к указанной  патологии с увеличением 
возраста. Аналогичные данные подтвержде-
ны публикациями других исследователей. Так, 
по мнению М.Я. Идрисовой возраст старше 
35 лет является фактором риска развития ос-
ложнений беременности и вследствие ýтого не-
благоприятных перинатальных исходов, а так-
же фактором, способствующим проявлению 
«скрытой» тромбофилии, занимающей важ-
ное место в патогенезе акушерской патологии 
[22]. В работах А.Д. Макацария и соавт. также 
акцентируется внимание на том, что возраст 
женщины старше 35 лет является одним из фак-
торов риска развития тромботических осложне-
ний во время беременности и в послеродовом  
периоде [3].

В данном исследовании осуществлена оценка 
течения гестационного процесса у женщин с тром-
бофилией и (или) тромботическим состоянием. У 
большинства женщин (96%) беременность проте-
кала с осложнениями, у многих из них (76,4%) –  
с сочетанием нескольких видов осложнений, 
лишь у 4% женщин осложнений не установлено. 
Полученные данные вполне корректно согласу-
ются с результатами, ранее представленными в 
публикациях отечественных авторов. В частности 
отмечено, что тромбофилия встречается у 80% 
беременных с ýклампсией и преýклампсией [23]. 
Это подтверждают и зарубежные исследователи, 

которые показали, что у беременных с ýклампси-
ей тромбофилии выявляются в пять раз чаще, чем 
в общей популяции [24].

Таким образом, в генезе развития ряда серьез-
ных осложнений беременности лежат различные 
виды нарушений в системе гемостаза при тром-
бофилии и (или) тромботическом состоянии. При 
ýтом значительно чаще возникают акушерские 
ситуации с наличием показаний к оперативному 
родоразрешению путем операции кесарева се-
чения (по результатам проведенного исследова-
ния). Таким образом, наличие данной патологии 
системы гемостаза у беременных как непосред-
ственно, так и опосредованно за счет развития 
осложнений  гестационного процесса влияет на 
выбор пути родоразрешения. Указанное обстоя-
тельство также нашло свое подтверждение в ана-
лизируемой литературе [25, 26]. 

В ходе исследования установлена структу-
ра изменений в плаценте и плодных оболочках 
при наличии тромбофилии и (или) тромботиче-
ского процесса во время беременности. Данные, 
полученные в работе, согласуются с представ-
ленными в литературе и свидетельствуют о на-
личии неблагоприятного влияния тромбофилии 
беременных на состояние фетоплацентарного 
комплекса [3, 12, 27, 28]. Вместе с тем  в 19,6% 
случаев патологических изменений в последе не 
установлено, что, вероятно, может быть обуслов-
лено ранней (своевременной) диагностикой ýтой 
патологии, позволившей своевременно начать  
терапию, которая «нивелировала» негативное 
влияние данных нарушений на систему мать –  
плацента – плод и положительно повлияла на ис-
ход беременности.

При проведении оценки состояния здоро-
вья детей в раннем неонатальном периоде, ро-
дившихся от матерей с тромбофилией и (или) 
тромботическим состоянием,  установлено, что 
доношенными из них родились 218 (95,2%), не-
доношенными – 11 (4,8%). При ýтом крайне тя-
желое, тяжелое и средней степени тяжести со-
стояние при рождении имели 31 (13,5%) ребенок. 
Тяжесть состояния обусловлена патологической 
неврологической симптоматикой, состояниями, 
связанными с морфофункциональной незрело-
стью, расстройствами функции внешнего ды-
хания. Полученные данные свидетельствуют о 
негативном влиянии тромбофилий у матерей 
на состояние здоровья их детей при рождении 
и позволяют выделить наличие тромбофилии и 
(или) тромботического состояния во время бе-
ременности в качестве фактора, значимо вли-
яющего на состояние детей. Это подтверждают  
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и результаты трудов отечественных авторов, в 
которых прослеживается отрицательное влияние 
наличия тромбофилии у матерей на здоровье их 
новорожденных, в частности при АФС [13, 14]. 
В результате настоящего исследования показано, 
что у новорожденных отмечались различные ос-
ложнения в течение раннего неонатального пери-
ода – у 60,1% новорожденных отмечено развитие 
различной патологии. У 32,8% детей  имела место 
церебральная ишемия разной степени тяжести,  
9,2% – синдром дыхательных расстройств,  27,5% 
новорожденных – гипоксическая кардиопатия 
(ишемия миокарда), у 27,5% – тромбогеморра-
гический синдром. Особый интерес представля-
ло изучение структуры тромбогеморрагических 
проявлений. Установлено, что наиболее часто от-
мечался кожный геморрагический синдром, реже 
выявлялись кефалогематомы средних размеров, 
гематемезис, выявлены также единичные случаи 
внутричерепных кровоизлияний, тромбозов со-
судов головного мозга и бедренной артерии. В 
единичных случаях (три случая) отмечалось раз-
витие синдрома ДВС крови. У 27,5% имело место 
сочетание разных форм клинических проявлений 
нарушений в системе гемостаза. 

Таким образом, полученные данные отража-
ют полисистемный характер влияния тромбофи-
лии и (или) тромботической готовности матери 
на функциональное, морфофункциональное со-
стояние органов и систем плода и определяет не 
только степень влияния, но  характер и структу-
ру изменений.

Согласно полученным результатам иссле-
дования системы гемостаза у новорожденных 
по сравнению с группой контроля, отмечается 
статистически значимая гиперкоагуляция как 
по внешнему, так и по внутреннему пути свер-
тывания. Уровень тромбинемии у ýтих детей на 
3–5-е сут жизни превышал соответствующие 
значения у новорожденных  группы контроля, 
что является свидетельством наличия у данной 
категории детей гиперкоагуляционного статуса 
с повышенным тромбогенным  потенциалом  и 
соответственно риском возникновения и разви-
тия тромботических осложнений [13, 29]. В то 
же время выявленные изменения в системе ге-
мостаза новорожденных, родившихся от матерей 
с тромбофилией и (или) тромботическим состо-
янием,  могут уравновешиваться за счет удли-
ненного тромбинового времени, то есть наличия 
гипокоагуляции на конечном ýтапе свертывания 
крови, которая, вероятно, обусловлена (тран-
зиторной) дисфибриногенемией. Данное пред-
положение  подтверждается другими авторами, 

которые представили информацию об аналогич-
ных изменений в коагуляционном статусе у детей  
[30–32]. 

Полученные данные также свидетельствуют о 
том, что при тромбофилии и (или) тромботическом 
состоянии во время беременности существует 
взаимосвязь между клиническими проявлениями, 
лабораторными изменениями в коагулограмме, 
отражающими влияние патологических процес-
сов в системе мать – плацента – ребенок. Подоб-
ного рода тенденции отмечены также в раритет-
ных публикациях, имеющихся в отечественной и 
в зарубежной литературе. В частности, доказан 
факт связи патологических изменений в после-
де (тромбоз спиральных артерий и инфаркты) с 
наличием тромбофилии у беременных, а также 
тромбоýмболических осложнений у детей. Дан-
ная связь описана, в частности, для приобретен-
ных тромбофилий – АФС [12, 14]. Вместе с тем 
в проведенном исследовании  установлены вза-
имосвязи в системе мать – плацента – ребенок, 
сведения о которых в литературе встретить не 
удалось. В частности показано, что высокий уро-
вень тромбинемии, фибриногена, а также ГАС у 
женщин  обусловливает высокий риск развития 
у их новорожденных гипоксической кардиопатии 
(ишемии миокарда), при ýтом наличие тромбине-
мии у женщин связано с гиперфибриногенемией 
у детей. При гиперкоагуляционном синдроме у 
женщин чаще, чем при других формах выявля-
ются признаки хронической фетоплацентарной 
недостаточности, обусловленные гемореологиче-
скими нарушениями, что, в свою очередь, сопро-
вождается развитием синдрома задержки роста 
плода и рождения детей с признаками ÇВУР. 
У женщин с ГАС дети также рождаются менее 
зрелыми, что, вероятно, связано с имеющими-
ся  нарушениями в ФПК, обусловленными гемо- 
стазиологическими изменениями. При наличии 
у матерей тромбофилии метаболического генеза 
высок риск развития церебральной ишемии у  де-
тей, а преýклампсия в сочетании тромбофилией 
определяет формирование  гиперкоагуляционно-
го статуса  у детей. 

Таким образом, представленные данные сви-
детельствуют о негативном влиянии нарушений 
системы гемостаза у женщин с тромбофилией и 
(или) тромботическим состоянием на функциони-
рование фетоплацентарного комплекса, состоя-
ние здоровья и системы гемостаза у новорожден-
ных. Указанное обстоятельство дает основание 
рекомендовать  выделение группы высокого пе-
ринатального риска по возникновению ослож-
нений ишемического и тромбогеморрагического 
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характера среди детей, родившихся от матерей 
с тромбофилией и (или) тромботическим состо-
янием. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, предикторами развития ос-

ложнений как в течении гестационного процесса, 
так и у новорожденных, в том числе и в структуре 
нарушений показателей системы гемостаза, явля-
ются гематогенная тромбофилия и (или) состоя-
ние тромботической готовности,  преýклампсия, 
ФПН, ожирение.

С целью коррекции влияния вышеуказан-
ных негативных факторов на практике можно 
предложить применение следующих профилак-
тических мероприятий, позволяющих предупре-
дить развитие перинатальных осложнений при 
наличии гематогенной тромбофилии и (или) 
тромботической готовности у беременных. Всем 
женщинам фертильного возраста в период пред-
гравидарной подготовки  следует рекомендовать  
медицинское обследование на выявление нали-
чия тромбофилии и (или) состояния тромботи-
ческой готовности как фактора риска развития 
осложнений не только гестационного процесса, 
но и периода новорожденности. На ýтапе плани-
рования беременности также необходимо прове-
сти коррекцию массы тела (при необходимости). 
Всем женщинам с подтвержденной  тромбофи-
лией и (или) состоянием тромботической готов-
ности рекомендуется сделать необходимые диа-
гностические исследования показателей системы 
гемостаза для уточнения формы гематогенной 
тромбофилии и подбора терапии, обеспечиваю-
щей профилактику тромботических осложнений, 
развития и прогрессирования ФПН при насту-
плении беременности.  Необходим постоянный  
мониторинг коагуляционного статуса в течение 
гестационного процесса для терапевтической 
коррекции в соответствии с существующими под-
ходами к ведению беременных с тромбофилией 
и (или) состоянием тромботической готовности.

Кроме того, особенно важным аспектом пред-
ставляется разработка и внедрение в практику 
математических моделей прогнозирования исхо-
дов беременности на фоне гематогенной тром-
бофилии и (или) состояния тромботической го-
товности, позволяющих сформировать среди 
женщин фертильного возраста группы высокого 
риска развития перинатальных осложнений, свя-
занных с тромбофилией, разработать ряд про-
филактических мероприятий, имеющих значение 
на различных ýтапах ведения таких пациенток. 
Крайне важным обстоятельством для данной ка-

тегории женщин является своевременная   меди-
каментозная, диетотерапия и другая коррекция 
факторов, воздействующих на течение беремен-
ности, родоразрешение и последующее состояние 
здоровья новорожденных.

У новорожденных от матерей с тромбофилией 
и (или) состоянием тромботической готовности 
необходимо осуществлять скрининговый кон-
троль показателей системы гемостаза (АПТВ, 
ПВ, ТВ, РФМК, Д-димеры, АДФ, фибриноген) в 
раннем неонатальном периоде (3–5-е сут жизни), 
поскольку риск развития тромбогеморрагических 
нарушений у ýтих детей значительно превышает 
среднепопуляционный. 

Дети, рожденные от матерей с тромбофилией 
и (или) состоянием тромботической готовности 
нуждаются в тщательном диспансерном наблю-
дении в группах риска по возникновению (про-
грессированию) сердечно-сосудистой патологии, 
патологии центральной нервной системы и на-
рушений системы гемостаза в аспекте развития 
тромботических событий. 
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The relationships in the mother – placenta – child system in case of 
hematogenous thrombophilia and thrombotic state of readiness 
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ABSTRACT

The purpose of this study is to understand the relationships in the mother-placenta-child system in case of 
hematogenous thrombophilia and thrombotic state of readiness in pregnant women. 

Materials and methods. The research group consisted of 454 patients, was divided into two subgroups: 
the 1st subgroup included 225 women (pregnant and, subsequently, obstetric patients) and the 2nd subgroup 
included their 229 infants who were in the perinatal center of State Novosibirsk Regional Clinical Hospital. 
At 3–5 days of life 75 newborns from the 2nd sub-group underwent hemostatic system assessment. 42 healthy 
newborns from somatically healthy mothers (without thrombophilia) were included in the control group. The 
assessment of their hemostatic system was carried out to determine the performance of reference values.

Results. The relationships between the health condition of newborns and hemostatic system disorders in 
mothers with thrombotic state of readiness, hematogenous thrombophilia, and morphohistological changes in the 
placenta were studied. The researchers analyzed labour and delivery records, pathomorphological examination 
of a placenta, neonatal records, and assessed the hemostatic system. A number of complications were detected 
during a gestational process and an early neonatal period. The correlation analysis has established a relationship 
in the mother – placenta – child system in a number of factors affecting children’s health outcomes. To correct 
above mentioned abnormalities preventive measures can be taken. They allow to avert the development of 
perinatal complications in case of hematogenous thrombophilia and (or) thrombotic readiness.

Key words: hematogenous thrombophilia, thrombotic state of readiness, perinatal period, system mother-
placenta – child. 
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – оценить ex vivo физико-химические и биологические свойства трехмерных (3D) 
биодеградируемых матриксов «полимолочная кислота – фосфаты кальция», полученных с помощью 
аддитивных технологий (3D-печати), как потенциальных материалов для восстановления костной ткани.   

Материал и методы. Экспериментальные образцы (диски толщиной 1,2–1,6 мм и диаметром 8 или 
11 мм) композитных биодеградируемых 3D-матриксов (далее – 3D-композиты) получены из исходной 
смеси 95 мас% полимолочной кислоты (PLA) и 5 мас% гидроксиапатита (НАР) методом  компьютер-
ного проектирования в программной среде Blender и последующего  послойного наплавления нитей 
(диаметр 1,75 мм) при помощи 3D-принтера. В качестве контроля служили матриксы из 100 мас% PLA. 
Одна из поверхностей образцов была текстурирована бороздками шириной 0,3–0,5 мм. Изучали фи-
зико-химические свойства образцов диаметром 11 мм: геометрию, массу, морфологию, шероховатость, 
электростатический потенциал и смачиваемость поверхности, элементный состав. Биологические испы-
тания включали изучение 24-часовой цитотоксичности образцов диаметром 8 мм на культуре монону-
клеарных лейкоцитов здорового добровольца или лейкозных Т-лимфобластоподобных клеток человека 
линии Jurkat 5332 (далее Jurkat Т-клетки). В 21-суточной культуре мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток (ММСК) жировой ткани человека определяли остеогенный потенциал образцов 
диаметром 11 мм по секреции остеокальцина, минерализации межклеточного матрикса, визуализиро-
ванной окраской ализарином.

Основные результаты. Характеристики трехмерных биодеградируемых матриксов PLA-HAP, полу-
ченных методом 3D-печати, во многом соответствуют физико-химическим  параметрам, критичным для 
восстановления костной ткани. При небольшом содержании кальция и фосфора (1–2 мас.%) они способ-
ствовали ex vivo минерализации межклеточного вещества, сформированного в культуре ММСК жировой 
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время в тканевой биоинженерии 
и регенеративной медицине растет применение 
биодеградируемых (со)полимеров. Среди часто 
изучаемых материалов – полимеры монокарбо-
новых кислот: молочной, гликолевой, масляной, 
валериановой [1]. Широкое использование в кли-
нической практике нашли имплантаты, выпол-
ненные из полигликолевой и (или) полимолочной 
кислот (PLA), которые являются частично кри-
сталлизованными полимерами с линейной струк-
турой [2]. 

В клинической практике растет количество 
операций, сделанных с использованием имплан-
татов, выполненных из различных полимерных 
или биополимерных рассасывающихся материа-
лов, которые должны в разные сроки в зависи-
мости от их состава контролируемо замещать-
ся костной тканью. Однако имплантаты из PLA 
расщепляются и замещаются костной тканью, по 
данным разных авторов, не ранее, чем через 7 
лет после имплантации [3]. По другим данным, 
PLA-винты находятся в живой кости человека не 
менее 5 лет. Во всех динамических клинических 
наблюдениях не отмечено ни одного случая заме-
щения рассасывающегося полимерного имплан-
тата костью в указанные сроки [4]. При ýтом на 
российском рынке ортопедии и травматологии 
представлены исключительно изделия зарубеж-
ных фирм Smith&Nephew, Stryker, Depuy Mitek, 
Karl Storz, Inion. В связи с ýтим разработка им-
портозамещающих технологий изготовления и 
модификации имплантатов из биодеградируемых 
(со)полимеров и их композитов является весьма 
актуальной. 

Обширные дефекты костей (например, при он-
кологии) требуют использования имплантатов со 
сложной геометрией, которую можно получить 
с помощью компьютерной томографии раневого 
дефекта, обработки первичных изображений для 
трехмерной (3D) реконструкции зоны интереса, 

изготовления индивидуального изделия. В ýтом 
плане при создании 3D-конструкций (матриксов, 
скеффолдов, каркасов и т.п.) перспективным под-
ходом признаны различные способы послойного 
формирования 3D-объектов по их компьютер-
ным образам (технологии прототипирования). 
Проблема заключается в хрупкости получаемых 
изделий (струйная печать, стереолитография), 
невысокой точности в микрометровом масштабе 
либо неприменимости для биополимеров (лазер-
ное спекание, послойная полимеризация).

Кроме того, аддитивные технологии (3D-пе-
чать) не означают однозначную остеоинтегра-
цию имплантируемого материала. Соблюдаются 
только принципы точной подгонки материала к 
геометрии макроскопического дефекта, их био-
механической совместимости. Способность ис-
кусственного материала стимулировать рост здо-
ровых костных клеток (регенеративная медицина) 
выходит за рамки данной технологии. 

Для преодоления проблемы предлагаются 
различные технологические комбинации биоде-
градируемых полимеров, например с фосфатами 
кальция [5, 6], известными остеозамещающими 
материалами.

Цель исследования – оценить ex vivo физи-
ко-химические и биологические свойства 3D- 
биодеградируемых матриксов «полимолочная 
кислота – фосфаты кальция», полученных с по-
мощью 3D-печати, как потенциальных материа-
лов для восстановления костной ткани.   

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В ýкспериментах in vitro применяли 19 ýкспе-

риментальных образцов композитных биодегра-
дируемых 3D-матриксов (далее – 3D-композиты). 
Образцы изготовлены в виде дисков толщиной 
1,2–1,6 мм и диаметром 11 или 8 мм из исходной 
смеси 95 мас.% полимолочной кислоты (Natural 
Works Ingeo 40-43d, NatureWorks LLC, США) и 
5 мас.% гидроксиапатита (НАР), введенного в 
форме частиц размером менее 75 мкм (табл. 1). 

ткани человека. При 24-часовом контакте in vitro с 3D-композитами PLA-HAP в отличие от PLA-образ-
цов на 9–10% возрастало число погибших (преимущественно путем некроза) лейкозных Jurkat Т-клеток, 
но не мононуклеарных лейкоцитов здорового добровольца.

Заключение.  Полярная реакция здоровых и опухолевых клеток на образцы PLA-HAP в случае уве-
личения  содержания фосфатов кальция в составе 3D-композита может иметь значение при разработке 
новых материалов для эндопротезирования и остеосинтеза переломов у больных, страдающих гемо- 
бластозами. 

Ключевые слова: 3D-моделирование, прототипирование, биодеградируемые диски, in vitro, цито-
токсичность, стромальные стволовые клетки, секреция остеокальцина, окраска ализарином красным.

Бюллетень сибирской медицины. 2016; 15 (5): 16–29



18

Порошок синтетического НАР получен механо-
химическим способом [7]. В качестве контроля 
использовали 19 дисков из 100 мас.% полилакти-
да (PLA). Нить диаметром 1,75 мм для изготов-
ления образцов получали при 121 оС с помощью 
ýкструдера Wellzoom Type A (Shenzhen Mistar 
Technology Co., КНР). 

Проектирование 3D-моделей образцов осу-
ществлялось в программной среде с открытым 
исходным кодом Blender. 3D-модели различались 
диаметром изделия, толщиной и размерами бо-
роздок на поверхности (см. табл. 1, рис. 1). Ма-
крорельеф (бороздки) создавали для улучшения 
потенциальных остеогенных свойств ýксперимен-
тальных образцов согласно алгоритму работ, ра-
нее проведенных на кальцийфосфатных матери-
алах [8]. 

нических свойств 3D-модели использовали FEM 
Workbench программного продукта FreeCAD. 
Подготовка верифицированных 3D-моделей к 
3D-печати, заключающаяся в преобразовании мо-
дели из STL формата в G-code, осуществлялась 
с использованием программы Makerbot Desktop. 
Образцы получали методом  послойного на-
плавления нитей (FFF) при помощи 3D-принтера 
CreatBot Duo (CreatBot 3D Printer, КНР). Массу 
напечатанных изделий определяли на аналитиче-
ских ýлектронных весах GR-202 (A&D, Япония) I 
класса точности по ГОСТ Р 53228-2008. 

Исследование морфологии и ýлементного со-
става поверхности образцов осуществляли при 
помощи растрового ýлектронного микроскопа 
(РЭМ) LEO EVO 50 – INCA Energy 350 (Carl Zeiss 
Jiena, Германия) c приставкой для микроанализа 
EDAX, которая была использована для определе-
ния ýлементного состава покрытия. Оптическую 
отражающую микроскопию макрорельефа по-
верхности проводили с помощью инвертирован-
ного металлографического микроскопа Olympus 
GX-71 (Япония).

По шесть штук PLA-образцов и 3D-композитов 
использовали для тестирования их физико-хи-
мических свойств. Шероховатость поверхности 
3D-образцов определяли с помощью профиломе-
тра-296 (Россия) согласно ГОСТ 2789-73 по ин-
дексу R

a
, значение которого рассчитывалось как 

среднее арифметическое отклонение профиля 
поверхности в пределах базовой длины измере-
ния 1,5 мм.

Электростатический потенциал поверхности 
определяли специализированным аппаратурным 
комплексом для измерения поверхностной плот-
ности заряда и потенциала поверхности, как 
описано нами ранее [9]. В основу методики из-
мерения потенциала покрытий положен метод 
подъемного ýлектрода (метод Егучи).

Измерения краевого угла смачивания деиони-
зованной водой и глицерином проводили на воз-
духе методом лежащей капли (3 мкл) при ком-
натной температуре посредством Contact Angle 
Measuring Module DSA20 EasyDrop (KRUSS, Гер-
мания) с помощью программного обеспечения 
DSA1, как описано ранее [10]. Поверхностную 

Т а б л и ц а  1 

Сравнение симулированных в компьютерной модели и реальных параметров экспериментальных образцов  
композитных биодеградируемых 3D-матриксов из полимолочной кислоты и частиц гидроксиапатита, мм

Маркировка
Диаметр  
модели

Диаметр 
образцов

Толщина 
модели

Толщина  
образцов

Ширина бороздок 
модели

Ширина бороздок 
образцов

M03 11 11 1,5 1,4–1,6 0,3–0,5 0,4–0,5

M02 8 8 1,3 1,2–1,3 0,3–0,5 0,4–0,5

Рис. 1. Сравнение компьютерных моделей М03 (диаметр 11 
мм) и M02 (диаметр 8 мм) ýкспериментального образца ком-
позитных биодеградируемых 3D-матриксов: изометрическая 

проекция 

Построенные 3D-модели ýкспериментальных 
образцов подвергали анализу методом конечных 
ýлементов. Для симуляционного анализа (верифи-
кации) сочетания морфологических и (или) меха-
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ýнергию рассчитывали по уравнению Оуýнса – 
Вендта [11].

Перед биологическими испытаниями образцы 
автоклавировали в течение 30 мин при 121 оС и 1 
атм. Для тестирования цитотоксичности in vitro 
использовали восемь ýкспериментальных образ-
цов 3D-композитов и восемь PLA-дисков диаме-
тром 8 мм (контроль). На трех тестируемых или 
контрольных образцах изучали их влияние на 
жизнеспособность мононуклеарных лейкоцитов 
периферической крови здорового добровольца. 
Еще по пять ýкспериментальных образцов из ка-
ждой исследуемой группы применяли для изу- 
чения их цитотоксичности в отношении линии 
Jurkat 5332 лейкозных Т-лимфобластоподобных 
клеток человека (далее Jurkat Т-клетки). 

В качестве здоровых клеток-мишеней исполь-
зовали первичную культуру мононуклеарных 
лейкоцитов крови. Периферическую кровь здо-
рового добровольца собирали в стерильных усло-
виях в пробирки Vacuette (BD Diagnostics, США). 
Фракцию мононуклеарных лейкоцитов  выделя-
ли из крови методом центрифугирования в те-
чение 10 мин при 500 g с использованием гради-
ента плотности Ficoll-Paque (Pharmacia, Швеция)  
(ρ = 1,077 г/см3) и двукратным отмыванием взве-
си клеток от реактива фосфатным буфером. 

Взвесь мононуклеарных лейкоцитов (исходная 
жизнеспособность более 95% согласно тесту с 
0,4%-м трипановым синим) культивировали в пяти 
конических пластиковых пробирках объемом 15 мл 
при температуре 37 ºС в концентрации 3 × 10 

6  
нуклеаров/мл культуральной среды следующе-
го состава: 100% среды ДМЕМ/F12 (1:1) (Gibco 
Life Technologies, США), 10 мМ буфера HEPES 
(Sigma-Aldrich, США), 280 мг/л L-глутамина (Sig-
ma-Aldrich, США).

Для изучения цитотоксичности в отношении 
опухолевых клеток применяли Jurkat Т-клетки 
(Институт цитологии РАН, г. Санкт-Петербург) 
с исходной жизнеспособностью 98% согласно те-
сту с 0,4%-м трипановым синим. Jurkat Т-клет-
ки культивировали в пяти лунках 24-луночного 
планшета (Orange Scientific, Бельгия) при темпе-
ратуре 37 ºС и 5% СО

2
 в концентрации 1 × 104 кле- 

ток/мл полной питательной среды, состоящей из 
90% RPMI-1640 (Sigma, США), 10% инактивиро-
ванной (56 ºС в течение 30 мин) сыворотки крови 
ýмбрионов коров (Sigma-Aldrich, США) и 0,3 мг/мл  
L-глутамина (Sigma-Aldrich, США). 

В культуральные сосуды помещали по одному 
тестируемому образцу и сокультивировали кле-
точную взвесь в течение 24 ч. Контролем служила 
клеточная взвесь без ýкспериментальных образцов. 

 После инкубации клеточную взвесь центри-
фугировали при 500 g в течение 15 мин, надосадок 
замещали 1 мл культуральной среды. Клеточный 
осадок ресуспендировали для оценки жизнеспо-
собности клеток. Жизнеспособность монону-
клеарных лейкоцитов крови оценивали согласно 
рекомендациям ISO 10993-5 по их способности 
исключать окрашивание (не окрашиваться) 0,4%-м  
раствором трипанового синего (Sigma-Aldrich, 
США). Число окрашенных и (или) неокрашенных 
лейкоцитов определяли в камере Горяева с по-
мощью микроскопа ZEISS Axio Observer A1 (Carl 
Zeiss Microscopy, Германия).

Процентное соотношение живых и погибших 
(апоптоз, некроз) форм Jurkat Т-клеток опреде-
ляли методом проточной цитофлуориметрии на 
аппарате Guava EasyCytePlus (Millipore, США) с 
использованием реагента и программы Guava Via 
Count (Millipore, США).

Для определения in vitro влияния образцов на 
остеогенный потенциал стромальных стволовых 
клеток использовали по пять штук 3D-композитов 
или PLA-образцов диаметром 11 мм. В качестве 
клеток-мишеней использовали культуру постна-
тальных стромальных стволовых клеток (далее – 
мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток (ММСК)), выделенных из жировой ткани 
человека методом липоаспирации (разрешение  
№ 4 от 23.10.2013 локального ýтического комитета 
Инновационного парка Балтийского федерально-
го университета имени И. Канта, г. Калининград). 
Подобные клетки in vitro способны дифферен-
цироваться и давать начало трем типам клеток 
(остеобласты, хондробласты, фибробласты), что 
соответствует критериям стволовых клеток, уста-
новленным The International Society for Cellular 
Therapy (ISCT) [12].  

ММСК в концентрации 3 × 104 клеток/лунку 
помещали в 24-луночные планшеты (Orange Sci-
entific, Бельгия) в 1 мл среды обычного состава 
(контроль роста 1): 90% среды DMEM/F12 (1 : 1)  
(Gibco Life Technologies, США), 10% сыворот-
ки крови плодов коровы (Sigma-Aldrich, США),  
50 мг/л гентамицина (Invitrogen, Великобрита-
ния), 280 мг/л L-глутамина (Sigma-Aldrich, США). 
В часть лунок перед добавлением культуральной 
среды помещали  тестируемые образцы в количе-
стве 1 штука/лунку.  

Для выявления потенциальной способности 
коммитирования ММСК в остеобласты часть 
клеток культивировали в 1 мл бессывороточной 
остеогенной среды из набора StemPro® Differen-
tiation Kit (Thermo Fisher Scientific, США) согласно 
протоколу производителя (контроль роста 2). 
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Супернатанты (межклеточные жидкости) от-
деляли от клеточных культур на 14-, 17-, 21-е 
сут культивирования, собирали в пробирки, 
центрифугировали при 500 g в течение 10 мин. 
Количественное определение остеокальцина осу-
ществляли с помощью тест-системы Osteometer 
BioTech A/S N-MID Osteocalcin One Step ELISA 
(Nordicbioscience diagnostics, Дания) для имму-
ноферментного анализа (ИФА). Исследование 
проводилось по стандартной схеме проведения 
ИФА. 

Через 21 сут культивирования тестируемые 
образцы удаляли, сушили на воздухе. Клетки, 
прилипшие к пластику в лунках, окрашивали 
2%-м раствором красителя ализарин красный 
S. A5533 (Sigma-Aldrich, США). Участки розо-
во-малинового окрашивания, свидетельствующие 
об осаждении кальция (процессе минерализации) 
на костных клетках, документировали с помощью 
программы ZEN 2012 (Carl Zeiss Microscopy, Гер-
мания) на микроскопе ZEISS Axio Observer A1 
(Carl Zeiss Microscopy, Германия).

Статистическая обработка данных осущест-

влялась с помощью программы STATISTICA for 
Windows 10.0. Рассчитывали параметры распреде-
лений: медиану (Ме), 25%-й квартиль (Q

1
) и 75%-

й квартиль (Q
3
). Для оценки статистической зна-

чимости различий применяли непараметрический 
критерий Манна – Уитни. Различия считались 
статистически значимыми при уровне значимости 
р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительный анализ с помощью отражаю-

щей оптической микроскопии (рис. 2), модель-
ных и реальных параметров изделий, полученных 
после 3D-печати (см. табл. 1), подтвердил воз-
можность применения выбранного метода про-
тотипирования для воспроизведения в реальном 
образце геометрических характеристик, симули-
рованных на компьютере. Расстояние между бо-
роздками в 3D-композитах примерно в 1,5 раза 
превышало таковое в PLA-образцах, что может 
быть связано с большей вязкостью композитного 
материала, которая влияет на скорость выхода 
нити из сопла печатающего устройства. 

Рис. 2. Отражающая оптическая микроскопия макрорельефа поверхности: а – композитных биодеградируемых 3D-матриксов; б – 
полилактидных дисков без добавления гидроксиапатита. Темное поле, ув. 10

а б

Известно, что масса имплантатов является 
одним из критических параметров его исполь-
зования в клинической практике. Взвешивание 
3D-композитов показало, что их масса статисти-
чески значимо не отличалась от массы чистых 
PLA-образцов с сопоставимым диаметром и ре-
льефом. При диаметре 11 мм средняя масса пяти 
PLA-дисков составила (165 ± 1) мг, что соответ-
ствовало массе пяти ýкспериментальных образ-
цов 3D-композитов (165 ± 17) мг. Для сравнения: 
масса композитов «титан-кальцийфосфатное 

микродуговое покрытие», широко применяемых 
в ортопедии и травматологии при аналогичных 
размерах варьирует в пределах 400–600 мг. 

Таким образом, добавление частиц НАР в по-
лимерный состав не вызывает значимых изменений 
в массе образцов и, с другой стороны, позволяет 
надеяться на улучшение биологических свойств 
3D-композитов при испытаниях in vitro и in vivo в 
приложении к биоинженерии костной ткани.

Согласно выполненным физико-химическим 
тестам (табл. 2), 3D-печать не влияла на  извест-
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ные из литературных источников [2] гидрофоб-
ные свойства PLA-образцов (контактный угол 
смачивания водой 82о). Приблизительно рав-
номерное распределение дисперсионной и по-

лярной составляющей поверхностной ýнергии 
обусловлено наличием в составе полимера непо-
лярных (С─С, С─Н) и полярных связей (C─O, 
С=О).  

Т а б л и ц а  2 

Сравнительные физико-химические характеристики полилактидных образцов и композитных биодеградируемых 3D-матриксов 
(диаметр 11 мм) полимолочной кислоты с частицами гидроксиапатита, изготовленных методом послойного наплавления нитей,  

Me (Q
1
; Q

3
)

№
п/п

Параметр Ед. изм.
3D-композиты

PLA-HAP
PLA-диски р

1
Амплитуда ýлектростатического потенциала 
поверхности (рельефная сторона), n = 25

В –36,3 (–36,3; 13,4) –36,3 < 0,001

2
Амплитуда ýлектростатического потенциала 
поверхности (гладкая сторона), n = 25

В –36,3 (–36,3; –13,2) –36,3 < 0,001

3
Индекс Ra шероховатости поверхности
(гладкая сторона), n = 50

мкм 0,70 (0,46; 0,94)
0,70

(0,54; 1,07)
> 0,05

4 Наличие кальция в составе образца, n = 20 массовые % 1,52 (1,20;1,95) 0 < 0,001

5 Наличие фосфора в составе образца, n = 20 массовые % 0,77 (0,65; 1,0) 0 < 0,001

6
Соотношение кальция (атомные %)  
к фосфору (атомные %), n = 20

усл. ед. 1,45 (1,39; 1,52) 0 < 0,001

7 Концентрации токсичных элементов в образцах

7.1 Al (n = 20) атомные % 0 (0; 0,01) 0 > 0,05

7.2 Mn (n = 6–9)

атомные %

0
n = 9

0,01
(0; 0,01)
n = 6

> 0,05

7.3 Fe (n = 6–9)
0

n = 9
0

n = 6
> 0,05

7.4 Sn (n = 6–9)
0,01 (0; 0,01)

n = 9
0

n = 6
> 0,05

8 Контактный угол смачивания водой (n = 9) градус 82 (73; 83) 82 (81; 85) > 0,05

9 Величина поверхностной ýнергии (n = 9) мН/м 28 (25; 31) 26 (25; 27) > 0,05

9.1 дисперсионная компонента мН/м 7 (4; 15) 15 (13; 17) > 0,05

9.2 полярная компонента мН/м 21 (11; 25) 11 (8; 14) > 0,05

П р и м е ч а н и е. n – количество измерений.

Считается, что увеличение гидрофильности 
полимерной поверхности улучшает клеточную 
адгезию [13]. Введение HAP в полимерный ма-
териал существенно не меняло гидрофильность 
и (или) гидрофобность 3D-композитов. Вместе 
с тем тенденция к 3-кратному увеличению ме-
дианы распределения полярной компоненты по-
верхностной ýнергии предполагает наличие в со-
ставе композитов дополнительных заряженных 
частиц. 

Микроанализ ýлементного состава в точечных 
областях 3D-композитов показал наличие фос-
фора и кальция в концентрации 1–2 мас.% соот-
ветственно. В свою очередь чистые PLA-образцы 
состояли на 65–70 мас.% из углерода и 30–35 
мас.% кислорода. 

Наличие кальция и фосфора в имплантатах 
является важнейшим условием их остеогенной 
активности [14]. При ýтом медленная динамика 
растворения полилактидных матриц [15] позво-
ляет их рассматривать в качестве потенциальных 

систем длительного высвобождения ионов каль-
ция и фосфора. Примеси токсичных металлов, 
которые могли присутствовать в исходных ин-
гредиентах и инкорпорироваться в процессе из-
готовления образцов, не определялись или были 
обнаружены в следовых количествах (см. табл. 2). 
Это позволило исключить их вклад в возможную 
цитотоксичность тестируемых образцов.

Другими характеристиками, способствующи-
ми росту костных клеток и биоинженерии кост-
ной ткани, являются микрорельеф (шерохова-
тость) поверхности  [14], отрицательный знак ее 
заряда и оптимальная величина ýлектростатиче-
ского потенциала [16]. Известно, что полимеры в 
сравнении с металлами и керамикой имеют низ-
кие значения поверхностной ýнергии [17], что 
позволяет микротопографии поверхности играть 
ведущую роль в регуляции жизнедеятельности 
клеток [10]. 

В ýтом плане 3D-композиты PLA-HAP при 
одинаковой шероховатости поверхности с PLA- 
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образцами имеют биомедицинское преимущество 
в ограничении амплитуды поверхностного потен-
циала в сравнении с PLA-образцами (см. табл. 2). 
Амплитуда отрицательного ýлектростатического 
потенциала на PLA-поверхности превышала пре-
дел измерительного прибора (36,3 В). На трех из 
пяти изученных 3D-композитов зафиксировано 
снижение амплитуды и (или) реверсия знака за-
ряда (с отрицательного на положительный) на 
разных сторонах образцов. Можно предполо-
жить неравномерное распределение частиц HAP 
при изготовлении композитной нити для 3D-пе-
чати и (или) печати самих образцов как следствие 
изменения вязкости композитного материала.    

При оценке перспектив новых материалов 
биомедицинского назначения международные 
и российские стандарты рекомендуют начинать 
изучение их биосовместимости с тестов in vitro 
[18]. Перед проведением исследований in vivo но-
вых композитов уже известных материалов сле-
дует исключить их потенциальную токсичность 
в отношении морфологии и функциональной ак-
тивности клеток млекопитающих. 

Одним из основных методов, согласно реко-
мендациям  ISO 10993-5, ГОСТ Р ИСО 10993-5, 
является определение способности клеток проти-
востоять проницаемости мембран для витальных 
красителей (жизнеспособности) после прямо-
го контакта с изделием и (или) воздействия его 

Гибель клеток была обусловлена усилением 
процессов апоптоза и в большей степени некро-
за. При ýтом PLA-изделия, напротив, уменьшали 
число некротических форм Jurkat Т-клеток по 
сравнению с контролем без образцов. 

Изменение морфофункционального состоя-
ния Jurkat Т-клеток было установлено ранее при 
краткосрочном контакте с кальцийфосфатным 
(КФ) покрытием, сформированным методом вы-

Т а б л и ц а  3  

Результаты in vitro цитотоксичности тестируемых образцов после 24 ч  сокультивирования с опухолевыми Jurkat Т-клетками,  
Me (Q

1
; Q

3
)

№
п/п

Группа наблюдений

Jurkat Т-клетки, n = 15

Количество  
жизнеспособных клеток, %

Количество погибших клеток, %

Апоптоз Некроз

1 Культура клеток без образцов (контроль токсичности)
81,5

(80,1; 83,6)
4,6

(4,2; 4,9)
14,8

(12; 15,6)

2 Культура клеток в присутствии 3D-композитов PLA-HAP

72,9
(69,4; 78,6)
р

1
 < 0,0004

р
3
 < 0,00002

5,6
(4,7; 6,3)
р

1
 < 0,02

р
3
 < 0,009

21,0
(17; 24)

р
1
 < 0,0007

р
3
 < 0,00004

3 Культура клеток в присутствии PLA-дисков
82,6

(80,7; 87,1)
4,4

(3,9; 5,1)

12,4
(8; 13,5)
р1 < 0,04

П р и м е ч а н и е. n – количество исследованных проб; р
1
, р

3
 – статистически значимые различия с группами 1 и 3 соответственно. 

вытяжек. Подходящим объектом для изучения 
цитотоксичности являются клетки крови и им-
мунной системы, реагирующие на любое ýкстре-
мальное воздействие на организм [19].

Мононуклеарные лейкоциты крови принимают 
активное участие в реакциях приживления и (или) 
отторжения имплантатов [18]. Согласно полу-
ченным результатам, доля жизнеспособных лей-
коцитов при добавлении к клеточной суспензии 
тестируемых образцов 3D-композитов PLA-HAP 
составила 100%, PLA-дисков – 80–100%, что ста-
тистически значимо не отличалось от показателя 
в контрольной культуре клеток (100%), не контак-
тировавших с искусственными материалами. 

На лейкозных Jurkat Т-клетках изучают им-
мунные и цитотоксические реакции на биома-
териалы [20]. В представленных исследованиях 
не применялись митогены, цитокины  и хими-
ческие активаторы, увеличивающие концентра-
цию факторов роста в супернатантах клеточ-
ных культур в сотни раз [21], что способствует 
адаптации (выживанию) культуры Jurkat Т-кле-
ток in vitro, трудно достижимой в естественных  
условиях.  

В среде без митогенов 3D-композиты вызыва-
ли статистически значимое снижение на 9–10% 
жизнеспособности опухолевых клеток крови в 
сравнении как с контролем (культура клеток без 
образцов), так и с PLA-дисками (табл. 3). 

сокочастотного магнетронного распыления на 
титане [22]. При ýтом микродуговые КФ-покры-
тия при 24-часовом контакте снижают выживае-
мость культуры Jurkat Т-клеток [23]. Возможно, 
существуют общие закономерности негативной 
реакции Jurkat Т-клеток на фосфаты кальция, 
которые способны выделяться в межклеточную 
жидкость при биодеградации композитных ма-
териалов. В ýтом плане полученные результаты  
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согласуются с некоторыми литературными ссыл-
ками о цитотоксичности аморфных (раствори-
мых) фосфатов кальция [24].

Cуществующие в настоящее время основные 
классы материалов для биологии и медицины 
(металлы и их сплавы, разновидности керамики, 
полимеры, углеродные волокна) при всех досто-
инствах не удовлетворяют полностью характе-
ристикам живых тканей. В конечном итоге ýто 
приводит к клинической ситуации, которая назы-
вается «неуспех имплантата»: расшатывание, на-
рушение его целостности, присоединение инфек-
ционных агентов, что заставляет удалять изделие 
раньше положенного срока службы. Возникают 
реальные социально-ýкономические потери для 
самого пациента и государства. 

Поýтому разработка композитных матриксов, 
которые способны воспроизводить клеточное 
и тканевое микроокружение, рассматривает-
ся как обещающее направление биоинженерии 

Другими словами, использованная культура 
ММСК обладала слабыми секреторными спо-
собностями, что не позволило в использованные 
сроки ýксперимента установить влияние тести-
руемых матриксов на выделение остеокальцина 
в межклеточную жидкость. Тем не менее тести-
руемые образцы, как минимум, не снижали спо-
собность ММСК секретировать остеокальцин в 
стандартной культуральной среде без остеоген-
ных добавок.  

Более наглядные результаты были получе-
ны при окраске клеточных культур ализарином 
красным на 21-е сут исследования (рис. 3). Али-
зарин красный имеет сродство к катионам, в том 
числе кальция, и дает прочное окрашивание в ме-
стах его отложения (участках минерализации – 
кальцификации). 

биологических тканей. При ýтом считается, 
что особенности внеклеточного матрикса спо-
собны регулировать направление дифферен-
цировки и созревания стромальных стволовых  
клеток [25].

Способность клетки к дифференцировке и со-
зреванию возможно определить с помощью ци-
то(гисто)химических и биохимических методик. 
В качестве молекулярного маркера остеогенной 
дифференцировки MMСК часто используется 
остеокальцин – межклеточный белок, являющий-
ся растворимым компонентом костного матрикса 
и выделяемый секреторными (зрелыми) остео- 
бластами [26].

Согласно данным табл. 4, длительное куль-
тивирование ММСК жировой ткани человека в 
стандартной культуральной среде (без остеоген-
ных добавок; контроль роста 1) на пластике не 
сопровождалось значительной секрецией остео-
кальцина в изученные сроки ýксперимента. 

Соответственно ММСК жировой ткани, взаи-
модействующие с тестируемыми 3D-композитами 
и PLA-образцами, не получали преимуществ в се-
креции остеокальцина в сравнении с контролем 
роста 1 (см. табл. 4).

Остеогенная среда включает в свой состав гу-
моральные индукторы генов дифференцировки и 
созревания (как правило, дексаметазон, бета-гли-
церофосфат, аскорбиновую кислоту). Результаты 
показали, что специализированная остеогенная 
среда (контроль роста 2) только в 1,5–2 раза в 
сравнении с контролем роста 1 стимулировала 
секрецию остеокальцина на 14–17-е сут. К кон-
цу периода наблюдений (21-е сут) концентрация 
белка в контроле роста 2 значительно уменьши-
лась и не отличалась от таковой в других группах 
наблюдения (см. табл. 4). 

Т а б л и ц а  4 

Концентрация остеокальцина (нг/мл) в межклеточной среде культуры мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток  
жировой ткани человека (контроль роста 1) в различные сроки контакта с тестируемыми образцами, Me (Q

1
; Q

3
)

№ п/п Группа наблюдений 
Сроки контакта, сут

14 17 21 

1
Контрольная культура клеток без образцов (контроль 
роста 1)

0,82
(0,76; 0,88)

0,88
(0,82; 0,94)

0,94
(0,94;1,0)

2 Культура клеток в присутствии 3D-композитов PLA-HAP 
0,59

(0,53; 0,70)
0,70

(0,59; 0,76)
0,88

(0,88; 1,0)

3 Культура клеток в присутствии PLA-дисков
0,88

(0,88; 1,00)
0,70

(0,70; 1,05)
1,09

(0,41; 1,35)

4
Культура клеток без образцов в бессывороточной  
остеогенной среде (контроль роста 2)

1,29
(1,26; 1,50)
р

1,2
 < 0,01

1,70
(1,05; 1,87)
р

1,2
 < 0,02

0,88
(0,88; 1,17)

П р и м е ч а н и е. р
1
, р

2
 – статистически значимые различия с группами 1, 2 соответственно; количество исследованных образцов 

(лунок в планшете) в каждой группе n = 5.
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В специализированной остеогенной среде (кон-
троль роста 2) к 21-м сут ýксперимента отмечены 
множественные участки культуры клеток с интен-
сивным  малиново-красным окрашиванием (рис. 3, г),  
свидетельствующие об отложении солей кальция 
на клетках. Согласно известному ионному соста-
ву культуральной среды, ýто, прежде всего, фос-
фаты кальция, являющиеся, как известно [26], 
основным компонентом минерального матрикса 
кости. Напротив, в контроле роста 1 (рис. 3, а) 
ММСК практически не воспринимали краситель.

На границе раздела «образец –клетки» ма-
триксы PLA и PLA-HAP способствовали фор-
мированию участков фибробластоподобных 
клеток со слабым малиновым окрашиванием 
клеточных скоплений (рис. 3, б, в).  В поряд-
ке убывания степени окраски исследуемые 
группы располагаются в следующем порядке: 
контроль роста 2 > культура клеток в присут-
ствии 3D-композитов PLA-HAP > культура кле-
ток в присутствии PLA образцов > контроль  
роста 1. 

Таким образом, композитные биодеградируе-
мые 3D-матриксы PLA-HAP способны усиливать in 
vitro минерализацию межклеточного матрикса. Это 
может быть проявлением их специфической остео- 
генной активности (механизма действия) в отно-
шении стимулирования роста, дифференцировки и 
созревания ММСК в костные клетки. Известно, что 
минерализация межклеточного матрикса является 
одной из основных функций остеобластов [26].

По-видимому, наличие в составе 3D-композитов 
частиц HAP позволяет им при 21-суточном мед-
ленном растворении в клеточной культуре вы-

ступать для ММСК в качестве источника ионов 
кальция, фосфора, а также фосфатов кальция. 
Фосфаты кальция являются промоторами проли-
ферации остеобластов, вызывают их активацию 
[27], способствуют остеогенной дифференциров-
ке ММСК [28]. При ýтом растворение фосфатов 
кальция является важным компонентом усиления 
их остеогенных свойств [29]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что характеристики трехмерных биодегра-

Рис. 3. 21-суточная культура ММСК жировой ткани человека с участками минерализации, окрашенными  ализарином красным: 
а – контроль роста 1 (стандартная культуральная среда); б – культура клеток в присутствии PLA-образцов; в – культура клеток 

в присутствии 3D-композитов PLA-HAP; г – контроль роста 2 (бессывороточная остеогенная среда). Ув. 100

а б

в г
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дируемых матриксов PLA-HAP, полученных ме-
тодом 3D-печати, во многом соответствуют фи-
зико-химическим  параметрам, критичным для 
восстановления костной ткани. При небольшом 
содержании кальция и фосфора они способству-
ют ex vivo минерализации межклеточного веще-
ства, формируемого в культуре ММСК жировой 
ткани человека. При 24-часовом контакте in vi-
tro 3D-композиты PLA-HAP в отличие от PLA-
образцов усиливают гибель лейкозных Т-лим-
фобластоподобных клеток человека линии Jurkat 
5332, но не мононуклеарных лейкоцитов здоро-
вого добровольца. 

Основная стратегия (иммуно)биотерапии лей-
кемии связана с индукцией апоптоза лейкозных 
клеток [30]. Полярная реакция здоровых и опу-
холевых клеток на образцы PLA-HAP в случае 
увеличения содержания фосфатов кальция и ре-
шения методических вопросов равномерности их 
распределения в композитном материале может 
иметь значение при разработке новых материа-
лов для ýндопротезирования и остеосинтеза пе-
реломов у больных, страдающих гемобластозами. 
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ABSTRACT

The purpose of this study is to estimate Ex vivo physicochemical and biological features of three-dimension-
al (3D) biodegradable matrices “polylactic acid/calcium phosphates” (hereafter 3D composites) designed with 
the help of additive technologies (3D printing) as potential materials for bone tissue regeneration.

Materials and methods. Experimental samples (disks 1,2–1,6 mm thick, and 11 mm or 8 mm in diameter) 
of composite biodegradable 3D matrices (hereafter 3D composites) have been produced from initial mixture of 
95 mas% polylactic acid (PLA) and 5 mas% hydroxyapatite (HAP). Computer-aided design method, Blender 
software and fused filament fabrication (FFF; fiber diameter 1,75 mm) with 3D printing were used in sample 
production.  100 mas% PLA disks served as control. One of the sample surfaces was textured with 0,3–0,5 
mm wide grooves.  Physicochemical properties of 11 mm disks (geometry, mass, morphology, roughness, 
electrostatic voltage, surface wettability, and element composition) were studied. Biological trials included 
the evaluation of 24-hour cytotoxicity of 8 mm samples in culture of mononuclear leukocytes of a healthy 
volunteer or human Jurkat T cell leukemia-derived cell line (hereafter Jurkat T cells). Moreover, osteogenic 
potential of 11 mm disks was determined in 21-day culture of human adipose-derived multipotent mesenchymal 
stem cells (AMMSCs) be means of osteocalcin secretion and intercellular matrix mineralization visualized by  
alizarin red S staining. 

Results. The features of PLA-HAP 3D composites generated by 3D printing correspond to physicochemical 
parameters which are crucial for bone tissue recovery. In case of small amount of calcium and phosphorus 
they facilitated ex vivo mineralization of extracellular matrix formed in AMMSCs culture. The number of died 
(by necrosis, mainly) leukemic Jurkat T cells but not mononuclear leukocytes of a health volunteer increased 
to 9–10% in 24-hour in vitro contact with PLA-HAP 3D composites unlike PLA samples alone. 

Conclusion. Polar reaction of tumor and normal cells to PLA-HAP samples in case of increasing amount of 
calcium phosphates in 3D-composite may be valuable for the development of new materials used for osteosyn-
thesis of fractures and endoprosthesis in patients with hematological malignancies.

Key words: 3D-simulation, prototyping, biodegradable disks, in vitro, cytotoxicity, stromal stem cells, 
osteocalcin secretion, alizarin red staining.
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ВВЕДЕНИЕ
С 2009 г. в России во фтизиатрической прак-

тике для диагностики туберкулезной инфекции 
используется диаскинтест (ДСТ) – проба с ал-
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Сравнительная оценка эффективности иммунологических тестов  
у детей  из групп риска в Томской области
Кабанец Н.Н., Филинюк О.В., Уразова О.И., Морозова К.С., Колоколова О.В.

Сибирский государственный медицинский университет 
Россия, г. Томск,  634050, Московский тракт, 2

РЕЗЮМЕ

Цель работы  – сопоставление результатов иммунологических тестов (пробы с аллергеном туберку-
лезным рекомбинантным в стандартном разведении (АТР) и реакции Манту) у детей из групп риска по 
туберкулезу на территории Томской области.

Материал и методы. Проведен ретроспективный анализ 1 204 амбулаторных карт детей и подростков 
в возрасте 1–16 лет, обследованных у фтизиатра. 

Результаты. При одновременной постановке двух проб (кожная проба с АТР (диаскинтест) и реакция 
Манту) доля положительных реакций на туберкулин составила 92,4%, в числе которых 6,6% были 
гиперергическими, тогда как на АТР отмечалось 6,0% положительных реакций, в том числе 3,2% – 
гиперергических. Наибольшее количество положительных реакций на АТР регистрировалось среди 
детей с выраженной и гиперергической чувствительностью к туберкулину (28,7%) и детей из очагов 
туберкулезной инфекции (17,5%). Среди детей с виражом туберкулиновых проб и детей c латентной 
туберкулезной инфекцией (ЛТИ) регистрировалось наименьшее количество положительных реакций на 
АТР – 2,8% и 1,5% соответственно. 

Выводы. Результаты кожных проб с АТР в сравнении с туберкулином различаются. При вираже 
туберкулиновых проб положительный диаскинтест регистрировался только в единичных случаях 
(2,8% случаев) по сравнению с преобладающей (96,4% случаев) положительной реакцией на туберку-
лин; в группе детей с выраженными и гиперергическими результатами на туберкулин реакции на АТР 
совпадали у каждого третьего (28,7%) обследуемого; у детей с усиливающейся чувствительностью к 
туберкулину иммунологический ответ при проведении диаскинтеста выявлялся в 4,7% случаев. 

Чаще локальные формы туберкулеза в настоящем исследовании выявлялись среди детей с гиперер- 
гическими  реакциями на кожную пробу с АТР (12 из 38 детей, 31,6%), χ2 = 306,3; р < 0 ,001 и при со-
впадении гиперергических результатов двух иммунологических тестов (6 из 15 детей, 40,0%) χ2 =303,5; 
р < 0,001.

Ключевые слова: проба Манту, диаскинтест, аллерген туберкулезный рекомбинантный, скрининг 
туберкулеза у детей.
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лергеном туберкулезным рекомбинантным (АТР) 
в стандартном разведении для внутрикожного 
введения. Данный аллерген  характеризуется по 
сравнению с туберкулином более высокой чув-
ствительностью и специфичностью в отношении 
вирулентных штаммов микобактерией туберкуле-
за (МБТ). АТР не вызывает гиперчувствительно-
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сти замедленного типа у людей, вакцинирован-
ных БЦЖ и инфицированных нетуберкулезными 
микобактериями. Следовательно, с помощью дан-
ного антигена можно выявить сенсибилизацию 
именно к вирулентным штаммам МБТ и ограни-
чить круг людей, которым необходимо назначе-
ние превентивной химиотерапии. Внутрикожную 
пробу с АТР проводят детям и подросткам, на-
правленным в противотуберкулезные диспансеры 
для дообследования на наличие специфического 
процесса по результатам массовой туберкули-
нодиагностики и лицам, относящимся к группам 
высокого риска по заболеванию туберкулезом с 
учетом ýпидемиологических, медицинских и со-
циальных факторов риска. При ýтом иммуноди-
агностику с АТР осуществляют в комплексе с 
клиническими, лабораторными и рентгенологи-
ческими обследованиями. Помимо ýтого, тест с 
АТР проводится в условиях противотуберкулез-
ных учреждений всем состоящим на учете у фти-
зиатра пациентам с различными проявлениями 
туберкулезной инфекции с интервалом 3–6 мес. В 
настоящее время, согласно приказу МÇ РФ № 951 
от 29.12.2014 г., диаскинтест рекомендован к при-
менению не только в специализированных проти-
вотуберкулезных учреждениях, но и в качестве 
скринингового метода выявления туберкулеза у 
детей старше 8 лет и подростков в учреждениях 
первичной медико-социальной помощи.

Хорошо известно, что заболеваемость тубер-
кулезом детей из групп риска выше, чем в целом 
в популяции. Так, заболеваемость детей из кон-
тактов с бактериовыделителями превышает забо-
леваемость детей в тех же возрастных группах 
в среднем по России в 30 раз, а подростков – в 
25 раз [1]. Следовательно, отбор детей в группы 
высокого риска развития туберкулеза имеет пер-
востепенное значение [2]. Формирование таких 
групп ведется как в учреждениях первичной ме-
дико-санитарной помощи (медико-биологические 
факторы), так и в специализированных учрежде-
ниях (по результатам иммунологических проб и 
ýпидемиологическому фактору). В условиях мас-
совой вакцинации БЦЖ информативность тубер-
кулинодиагностики как метода раннего выявле-
ния туберкулезной инфекции в детском возрасте 
снижается. Наряду с ýтим применение совре-
менных методов иммунодиагностики позволяет 
определить наиболее информативные критерии 
высокого риска развития туберкулеза у детей. 

Çа годы использования в противотуберкулез-
ной службе кожной пробы с АТР в различных 
регионах Российской Федерации проведены ис-
следования по ее применению с целью диагно-

стики активности туберкулезной инфекции сре-
ди детей и подростков в различных возрастных 
группах [3], на территориях с различной ýпиде-
миологической ситуацией [4], в сравнении с реак-
цией Манту [5], квантифероновым тестом [6, 7]. 
Практика показала, что использование данного 
метода в общей лечебной сети в целях диагности-
ки активности туберкулезной инфекции у детей 
и подростков имеет высокую чувствительность и 
специфичность. Результаты научных работ убе-
дительно доказали целесообразность перехода 
на кожную пробу с АТР при массовых профи-
лактических осмотрах детского и подросткового 
населения с возможностью формирования групп 
высокого риска заболевания туберкулезом [5, 
8–11]. Некоторые регионы в 2015 г. полностью 
внедрили проведение профилактических осмо-
тров детей и подростков  8–17 лет с помощью 
пробы с АТР [12].

В связи с ýтим целью настоящего исследования 
явилось сопоставление результатов кожной про-
бы с АТР и реакции Манту у детей из групп риска 
по туберкулезу на территории Томской области.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Проведен ретроспективный анализ амбула-
торных карт 1 204 детей и подростков в возрасте 
1–16 лет, обследованных в детском амбулатор-
ном отделении ОГБУÇ «Томский фтизиопуль-
монологический медицинский центр» в пери-
од  2011–2013 гг. В данную когорту вошли дети, 
направленные к фтизиатру после массовой ту-
беркулинодиагностики, проведенной в детских 
учреждениях и поликлиниках, а также ранее со-
стоящие на диспансерном учете. В исследование 
не включены ВИЧ-инфицированные дети.

Перед проведением иммунодиагностики для 
каждого ребенка в обязательном порядке было 
оформлено добровольное информированное со-
гласие законных представителей ребенка на про-
ведение данного медицинского вмешательства. 
Кожные пробы с туберкулином и АТР проводи-
лись одновременно на разных предплечьях. Им-
мунодиагностика осуществлялась в процедурном 
кабинете специально обученной медицинской 
сестрой, имеющей справку-допуск к проведению 
туберкулинодиагностики. Оценка проб проводи-
лась через 72 ч в соответствии с нормативными 
документами [13]. 

Все дети и подростки, включенные в исследо-
вание, были разделены на пять групп: 

1. Контакты – дети из ýпидемиологической 
группы риска, находящиеся в контакте с больными 
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туберкулезом лицами независимо от наличия или 
отсутствия бактериовыделения.

2. Виражи – дети с впервые положительной 
реакцией Манту, не связанной с предыдущей вак-
цинацией БЦЖ, находящиеся в раннем периоде 
первичной туберкулезной инфекции. 

3. Выраженная и гиперергическая чувстви-
тельность – дети в состоянии латентной ту-
беркулезной инфекции, имеющие выраженную 
чувствительность к туберкулину с наличием со-
циальных факторов риска и имеющие гиперер-
гическую чувствительность к туберкулину. Выра-
женной чувствительностью считали инфильтрат 
15–16 мм в диаметре, гиперергической – 17 мм и 
более, а также везикуло-некротические пробы и 
пробы, сопровождающиеся развитием лимфаде-
нита и лимфангоита независимо от размера ин-
фильтрата. 

4. Усиливающаяся чувствительность – дети в 
состоянии латентной туберкулезной инфекции, 
имеющие усиливающуюся чувствительность к ту-
беркулину. Усиливающейся чувствительностью 
считали увеличение размера инфильтрата на 6 
мм и более по сравнению с предыдущей пробой. 

5. Латентная туберкулезная инфекция (ЛТИ) –  
в данную группу были объединены дети, нахо-
дящиеся в состоянии латентной туберкулезной 
инфекции, но не имеющие гиперергической или 
усиливающейся чувствительности к туберкулину 
и не подлежащие диспансерному учету в проти-
вотуберкулезном учреждении. 

Кроме иммунологических тестов пациенты 
подвергались полному клинико-рентгенологиче-
скому обследованию, включая, в том числе, ком-
пьютерную томографию органов грудной клетки 
(при наличии показаний к ней). Положительной 
реакцией на туберкулин считали образование ин-
фильтрата диаметром 5 мм и более, на АТР – ин-
фильтрат любого размера.

При анализе результатов измерений для оцен-
ки значимости различий размеров инфильтратов 
положительных проб с туберкулином и АТР ис-
пользовался критерий Манна –Уитни, для срав-
нения парных данных результатов обеих проб 
использовался критерий Уилкоксона для свя-
занных выборок. Различия считались статисти-
чески значимыми при уровне р < 0,05, где р – 
достигнутый уровень значимости. Для выявления 
зависимости частоты обнаружения туберкулеза 
от характера реакции на иммунологические 
тесты использовался критерий χ2. Описание 
количественных признаков приводится в виде 
медианы и межквартильного размаха (Ме (Q

1
; 

Q
3
)). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Проанализированы результаты иммунологи-

ческих тестов 1 204 детей. Возраст детей для раз-
ных групп наблюдения, включенных в исследова-
ние, представлен в табл 1.

Т а б л и ц а  1

Возраст детей, включенных в исследование

Показатель n Me (Q
1
; Q

3
), лет

Все дети 1204 7 (5; 10)

Группа 1. Вираж 531 6 (5; 8)

Группа 2. Выраженная 
и гиперергическая 
чувствительность 94 8 (6; 11)

Группа 3. Усиливающаяся 
чувствительность 64 10 (8; 12)

Группа 4. Контакты 126 6 (4; 9)

Группа 5. ЛТИ 389 8 (6; 11)

П р и м е ч а н и е. Çдесь и в табл. 2–4: n – количество детей.

Количество детей в группах диспансерного 
учета, вошедших в исследование, различалось. 
Многочисленными оказались группы детей с ви-
ражом туберкулиновой чувствительности (531 
человек) и ЛТИ (389 детей). Количество детей с 
выраженными и гиперергическими реакциями на 
туберкулин составило 94. В группу детей с уси-
ливающейся чувствительностью к туберкулину 
были включены 64 ребенка. Таким образом, всего  
обследовано 689 детей, подлежащих наблюдению 
в VI группе диспансерного учета (ГДУ) (вираж, 
гиперергия, усиливающаяся чувствительность). 
126 детей, включенных в исследование, представ-
ляли группу ýпидемиологического риска (контакт 
с больными туберкулезом).

Из 1 204 одновременно проведенных на раз-
ных предплечьях проб доля положительных ре-
акций Манту составила 92,4% (1 113), в том числе 
6,6% (80) – гиперергических. Положительный ре-
зультат с АТР был обнаружен у 73 (6,0%) детей, 
из них у 38 (3,2%) – гиперергический (рис. 1). 
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Рис 1. Сравнительные результаты иммунологических тестов 
(n = 1 204)
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Оригинальные статьи

Доля сомнительных проб с применением ту-
беркулина и АТР составила 6,7% (81) и 4,0% (48) 
соответственно. Отрицательные реакции среди 
всех обследуемых на первый аллерген были за-
регистрированы у 10 (0,8%) детей, на второй – у 
1083 (89,9%).

Обнаружено, что размеры инфильтратов 
при положительных, в том числе гиперергиче-
ских, результатах кожных проб с туберкули-
ном и АТР (1 113 и 73 пробы соответственно) 
различались как среди всех обследованных де-

тей,  так и в отдельных группах. Отсутствие 
значимых различий в размерах инфильтратов 
на иммунологические тесты у детей обнаруже-
но лишь в группе детей с усиливающейся чув-
ствительностью к туберкулину и группе детей с 
ЛТИ, что, возможно, связано с малым количе-
ством детей с положительной реакцией на АТР 
в ýтих группах. Размер инфильтрата в разных 
группах детей, а так же величина достигнуто-
го уровня значимости различий представлены  
в табл. 2.

Т а б л и ц а  2

Размер инфильтрата при положительных иммунологических тестах в разных группах детей

Показатель
Реакция Манту Диаскинтест

р
n Me (Q

1
; Q

3
) n Me (Q

1
; Q

3
)

Все дети 1113 11 (9; 13) 73 15 (11; 16) < 0,001

Группа 1. Контакты 99 11 (9; 13) 22 14,5 (11; 15,5) 0,008

VI
ГДУ

Группа 2. Вираж 512 10 (9; 12) 15 15 (10; 15) < 0,001

Группа 3. Выраженная 
и гиперергическая 
чувствительность

94 17 (16; 19) 27 15 (14; 17) 0,008

Группа 4. Усиливающаяся 
чувствительность

64 12 (10; 14) 3 10; 10; 10 0,13

Группа 5. ЛТИ 344 10 (9; 12) 6 11,5 (9; 14) 0,22

IV группа диспансерного наблюдения включа-
ла детей из контакта с больными туберкулезом  
(n = 126). В большинстве случаев контактные дети 
реагировали на пробу Манту положительно –  
99 (78,6%), из них у 5 (4%) отмечался гиперерги-
ческий характер чувствительности к туберкули-
ну, тогда как положительная реакция на АТР ре-
гистрировалась лишь в 22 (17,5%) случаях, из них 
у половины детей (11) она имела гиперергический 
характер. Сомнительная реакция на АТР среди 
детей данной группы регистрировалась почти в 
два раза реже, чем при проведении пробы Манту –  
9 (7,1%) и 17 (13,5%) соответственно. В осталь-
ных случаях отмечались отрицательные реакции 
на АТР (рис. 2).

Результаты иммунологических проб у детей, 
которые имеют повышенный риск развития тубер-
кулеза по результатам проведенной туберкулино-
диагностики (вираж, гиперергия, усиливающаяся 
чувствительность) (n = 689), распределились сле-
дующим образом: при проведении пробы Манту 
было 670 (97,2%) положительных реакций, из них 
75 (10,9%) гиперергических; на АТР – 45 (6,5%) и 
27 (3,9%) соответственно. Сомнительные реакции 
на введение туберкулина регистрировались у 19 
(2,8%) детей, на АТР у 31 (4,5%) ребенка. От-
рицательных реакций Манту в данной группе не 
было, а на АТР большинство детей 613 (89%) не 
реагировали (рис. 3).
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Дети, отобранные в детских учреждениях и 
поликлиниках по результатам массовой тубер-
кулинодиагностики с виражами туберкулиновой 
чувствительности (n = 531), при динамическом 
обследовании у фтизиатра в 96,4% (512) случаев 
реагировали на туберкулин положительно. В том 
числе 3%  (16) – гиперергически, тогда как поло-
жительный кожный тест с АТР отмечался только 
у 15 (2,8%) детей, но у половины из них (8 (1,5%) 
детей) – с гиперергической чувствительностью. 
Сомнительную чувствительность имели 19 (3,6%) 
и 22 (4,1%) ребенка к туберкулину и АТР соот-
ветственно. 

В то же время дети с выраженной и гиперер-
гической чувствительностью на туберкулин (n = 
94) и на АТР реагировали положительно в 28,7% 
случаев (27 детей), в том числе в 20,2% случаев 
(19 детей) гиперергически. У 6 (6,4%) детей от-
мечалась сомнительная реакция и у 61 (64,9%) – 
отрицательная. 

У детей с усиливающейся чувствительностью 
на туберкулин (n = 64) лишь в 9,4% случаях (6 де- 
тей) отмечались положительная и сомнитель-
ная реакции на кожный тест с АТР (по 4,7%,  
то есть по три ребенка). Гиперергических реак-
ций на иммунологические тесты в данной группе 
зарегистрировано не было, у 58 (90,6%) детей от-
сутствовала реакция на кожный тест с АТР. 

Таким образом, среди детей, имеющих гипер-
чувствительность замедленного типа на АТР, в 
группе детей с виражами преобладали сомни-
тельные пробы, в группе детей с выраженной и 
гиперергической чувствительностью к туберкули-
ну – гиперергические пробы, а в группе детей с 
усиливающейся чувствительностью к туберкули-
ну одинаково редко встречались сомнительные и 
положительные пробы, при ýтом гиперергические 
отсутствовали. 

Полученные результаты по распределению от-
ветных реакций на кожную пробу с АТР  у детей 
данных групп сопоставимы с результатами дру-
гих подобных исследований [14].

Положительно реагировали на туберкулин 344 
детей (88,4%) с ЛТИ, и только у 6 (1,5%) детей 
обнаруживалась положительная реакция на АТР. 
Число сомнительных проб регистрировалось у 45 
(11,6%) и 8 (2,1%) детей соответственно. Боль-
шинство обследуемых детей из ýтой группы об-
наруживали отрицательную реакцию на АТР – 
375 (96,4%) (рис. 4). 

Çначимость различий в реакциях на иммуно-
логические тесты была исследована с помощью 
критерия Уилкоксона для парных выборок. При 
анализе данных независимо от характера реак-

ции как для всех детей в исследовании, так и в 
каждой из групп (контакт, вираж, гиперергия, 
усиливающаяся чувствительность, ЛТИ), были 
получены значимые различия (р < 0,001). При 
анализе данных детей только с положительной (в 
том числе и гиперергической) реакцией на АТР 
(73 ребенка), но без учета их принадлежности к 
различным диспансерным группам был получен 
уровень значимости различий р = 0,006. 
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Рис. 4. Сравнительные результаты иммунологических тестов 
среди детей с ЛТИ (n = 389)

Однако для детей внутри каждой группы дис-
пансерного учета различия в реакциях на оба 
иммунологических теста оказались незначимыми 
(р = 0,109 для детей из контакта с больными ту-
беркулезом, р = 0,063 для детей с виражом ту-
беркулиновых реакций, р = 0,581 для детей с вы-
раженной и гиперергической чувствительностью 
к туберкулину). Различий в размере инфильтрата 
у детей, положительно реагирующих на АТР (n = 
73),  выявлено не было (р = 0,620).

В большинстве случаев (1000 (83,1%) детей) 
отмечались сочетания отрицательного результата 
диаскинтеста и положительного результата реак-
ции Манту. В 6 (0,5%) случаях выявлены сомни-
тельные реакции на оба иммунологических теста. 
В случаях отрицательной реакции Манту резуль-
тат диаскинтеста также был отрицательным (10 
(100%) детей). Среди детей, имеющих сомнитель-
ную реакцию на туберкулин, 2,5% реагировали 
на АТР положительно (2 из 81) и 7,4%  – сомни-
тельно (6 из 81).

Совпадения результатов на обе пробы для 
разных типов реакций представлены в табл. 3.

Из 73 детей с положительным результатом 
кожной пробы с аллергеном туберкулезным ре-
комбинантным, попавших в настоящее исследо-
вание, у 17 человек был впоследствии выявлен 
туберкулез, что составило 23,3%. При ýтом ана-
логичный результат на пробу Манту наблюдался 
у 1 113 детей, из которых туберкулез был диа-
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гностирован только в 1,4% случаях (16 человек). 
Кроме того, туберкулез был диагностирован в 
1,2% случаев (у 1 ребенка из 81) с сомнительной 
чувствительностью к туберкулину. Необходимо 
отметить, что частота выявления локальных форм 
туберкулеза повышается в случае гиперергических 
реакций на АТР (из 38 детей у 12 диагностирован 

туберкулез, что составило 31,6%) (табл. 4). Среди 
случаев совпадения гиперергических результатов 
двух иммунологических тестов частота выявления 
локальных форм туберкулеза еще выше – из 15 
детей, у которых регистрировались гиперергиче-
ские реакции и на туберкулин и на АТР, у 6 был 
выявлен туберкулез, что составило 40,0%.

Т а б л и ц а  3

Частота совпадений результатов иммунологических тестов

Показатель

 Реакция Манту
Итого ДСТ

Положительный Сомнительный Отрицательный

n Отн. кол-во, %* n Отн. кол-во, %* n
Отн. кол-во, 

%*
n Отн. кол-во, %*

Положительный 
результат ДСТ

71 5,9 2 0,2 0 0 73 6,1 

Сомнительный
результат ДСТ

42 3,5 6 0,5 0 0 48 4,0

Отрицательный 
результат ДСТ

1000 83,1 73 6,0 10 0,8 1083 89,9

Итого реакций Манту 1113 92,4 81 6,7 10 0,8 1204 100

* относительно полного количества обследованных (n = 1 204). 

Таким образом, положительные результа-
ты кожной пробы с АТР необходимо расцени-
вать как показатель активности туберкулезной 
инфекции, дополняющий результаты пробы 
Манту, позволяющий более ýффективно фор-
мировать группы высокого риска развития тубер- 
кулеза.

ВЫВОДЫ

При углубленном обследовании детей, ото-
бранных в детских учреждениях и поликлиниках 
после массовой туберкулинодиагностики, ре-
зультаты кожных проб с АТР и туберкулином 
различались. При вираже туберкулиновых проб 
положительная реакция на АТР регистрирова-
лась только в единичных случаях (у 15 из 531, 
2,8%). В группе детей с выраженными и гипе-
рергическими реакциями на туберкулин в 28,7% 
(27 из 94) случаев реакции на АТР совпадали; 
у детей с усиливающейся чувствительностью к 

Т а б л и ц а  4

Частота выявления локальных форм туберкулеза при различных результатах иммунологических тестов

 Реакция Манту Диаскинтест

n
Обнаружен туберкулез

n
Обнаружен туберкулез

Абс. Отн. кол-во, % Абс. Отн. кол-во, %

Отрицательный 10 – – 1083 – –

Сомнительный 81 1 1,2 48 – –

Положительный
(в т.ч. гиперергический)

1113
(80)

16
(6)

1,4
(7,5)

73
(38)

17
(12)

23,3
(31,6)

туберкулину иммунологический ответ при при-
менении диаскинтеста выявлялся в 4,7% (3 из 64) 
случаев.

 Среди детей из ýпидемиологической группы 
риска (контакт с больным туберкулезом) в 78,5% 
случаев регистрировалась положительная реак-
ция Манту и лишь в 17,5% случаев положитель-
ная реакция на АТР; χ2 = 326,5; р < 0,001.

Выраженность местной реакции (размер ин-
фильтрата) в целом среди всех обследованных 
при положительных результатах диаскинтеста 
была выше, чем при положительных результатах 
реакции Манту (на АТР  15 (11; 16), на туберку-
лин 11, (9; 13); р < 0,001). 

Чаще локальные формы туберкулеза в 
настоящем исследовании выявлялись среди детей 
с гиперергическими  реакциями на кожную пробу 
с АТР (12 из 38 детей; 31,6%); χ2 = 306,3; р < 0,001 
и при совпадении гиперергических результатов 
двух иммунологических тестов (6 из 15 детей, 
40,0%); χ2 =303,5; р < 0,001.
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Comparative evaluation of immunological tests for at-risk children  
in Tomsk Region
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ABSTRACT

The purpose of this paper is to compare the results of immunological tests (tests with recombinant allergen 
TB in standard dilution (RAT) and the Mantoux tuberculin test) in children at risk of developing tuberculosis 
in Tomsk Region.

Materials and methods. A retrospective analysis of 1204 outpatient medical records of children and 
adolescents at the age from 1 to 16 was performed.

Results. When two tests are carried out at the same time (skin test with RAT (Diaskin-test) and Mantoux 
tuberculin test), the proportion of positive reactions to tuberculin was 92,4%, including 6,6% of hyperergic 
reactions, while there were 6,0% of positive reactions to RAT, including 3,2% of hyperergic reactions. 
The biggest number of positive reactions to RAT was recorded among children with severe and hyperergic 
tuberculin sensitivity (28,7%) and children from tuberculosis prevalence areas (17,5%). The lowest number of 
positive reactions to RAT was recorded among children with conversion of tubercular tests and children with 
latent TB infection (LTBI) – 2,8% and 1,5% respectively.

Conclusions. The results of skin tests with RAT as compared to the tests with tuberculin are different. When 
there is a conversion of tubercular test the positive reaction to Diaskintest was detected only in a few cases 
(2,8% of cases) as compared to prevailing (in 96,4% of cases) positive reaction to tuberculin; in children with 
severe and hyperergic results the tuberculin reaction to RAT was the same in every third child (28,7%); in 
children with increasing sensitivity to tuberculin the immunological response during Diaskintest was detected 
in 4,7% of cases.

More often local forms of tuberculosis were detected among children with hyperergic reactions to skin tests 
with RAT (12 of 38 children, 31,6%), χ2 = 306,3; p <0,001, and when there is an overlap of hyperergic results 
of two immunological tests (6 of 15 children, 40,0%) χ2 = 303,5; p <0,001 

Key words: Mantoux tuberculin skin test, recombinant TB allergen in standard dilution, tuberculosis 
screening among children.
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РЕЗЮМЕ 

Цель. Повышение точности лучевой диагностики шаровидных образований легких (ШОЛ) путем разра-
ботки компьютерно-томографической семиотики качественных характеристик их поверхности и состоя-
ния окружающих бронхов с применением прицельных 3D-реконструкций.

Материал и методы. Обследовано 560 пациентов с ШОЛ в возрасте 3–89 лет. Прицельная 3D-рекон-
струкция осуществлялась с  использованием опции программы 3D Fly Through (Toshiba Medical Systems, 
Япония), при  которой исключали  ткани, окружающие ШОЛ  на расстоянии 5–10 мм от наружных гра-
ниц.  ШОЛ вписывали в объем куба. При первичном центральном и периферическом раке легкого опре-
делялось  преобладание количества больных с выражено шероховатой поверхностью ШОЛ над слабо 
шероховатой поверхностью. При инфильтративном туберкулезе, пневмонии, эхинококке, ретенционных 
кистах определялось  преобладание количества больных со слабо шероховатой поверхностью ШОЛ над 
выражено шероховатой поверхностью. При единичных метастазах рака,  единичных и множественных 
туберкуломах определялось  преобладание количества больных с неравномерно гладкой поверхностью 
ШОЛ над равномерно гладкой поверхностью. При множественных метастазах рака,  очаговом тубер-
кулезе, цистицеркозе определялось преобладание количества больных с равномерно гладкой поверхно-
стью ШОЛ над неравномерно гладкой поверхностью. При доброкачественных опухолях, эозинофиль-
ном инфильтрате, гамартохондроме, аспергилломе, хроническом абсцессе, внутрилегочной гематоме 
не определялось  различий между количеством больных с  равномерно гладкой поверхностью ШОЛ 
и неравномерно гладкой поверхностью. При первичном раке легкого, единичных и множественных 
туберкуломах, эхинококке,  цистицеркозе определялось  преобладание количества больных с выражено 
деформированными бронхами, окружающими ШОЛ, над умеренно деформированными бронхами. При 
инфильтративном и очаговом туберкулезе определялось  преобладание количества больных с умеренно  
деформированными бронхами, окружающими ШОЛ, над выражено деформированными бронхами. 

Результаты. При пневмонии, доброкачественных опухолях, ретенционных кистах, гамартохондромах, 
аспергилломах, хронических абсцессах, внутрилегочной гематоме не определялось различий между  
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количеством больных с выражено деформированными бронхами, окружающими ШОЛ, и умеренно де-
формированными бронхами. У больных с единичными и множественными метастазами, эозинофильным 
инфильтратом бронхи, окружающие ШОЛ, не были изменены. Необходима разработка программного 
обеспечения, позволяющего количественно характеризовать поверхность ШОЛ и степень деформации 
окружающих бронхов.

Ключевые слова:  шаровидные образования  легких, мультиспиральная компьютерная томография, 
3D-реконструкция,  поверхность шаровидных образований  легких.

ВВЕДЕНИЕ
При визуальной  интерпретации дескрипто-

ров шаровидных образований легких (ШОЛ) при 
мультиспиральной компьютерной томографии 
(МСКТ) используются традиционные подходы, 
безусловно оправдавшие себя при аналоговых 
методах исследования. В частности характеризу-
ются контуры ШОЛ, свойственные суммационной 
теневой картине классических медицинских изо-
бражений. Они оцениваются с чисто описатель-
ной позиции – четкие, нечеткие, недостаточно 
четкие, бугристые, волнистые,  полицикличные, 
лучистые, фестончатые, ландкартообразные и т.п. 

Эти описания неоднозначны, неточны, зави-
сят от личностных зрительных впечатлений вра-
ча-рентгенолога, что приводит к поливариантной 
трактовке заключений и, как следствие, к не-
верной диагностике [1]. Кроме того при таком 
подходе не представляется возможным получить 
целостное представление об изучаемом объекте. 

Вычислительные методы и современное про-
граммное обеспечение компьютерных томогра-
фов открывают новые возможности, позволяю-
щие рассматривать поверхность ШОЛ на всем 
ее протяжении со всех сторон полипозиционно 
[2–4]. Характерно, что во время дополнитель-
ной обработки  МСКТ-изображений применяют 
развитое и сложное программное обеспечение, 
разрабатываемое  на основе исследований тка-
неýквивалентных фантомов [5–7] с последующим 
использованием полученных результатов в кли-
нике [8, 9]. При ýтом используется терминология, 
заимствованная из программных продуктов, раз-
работанных для профессиональных программных 
сред с целью создания и редактирования 3D-гра-
фики и анимации:  отображение затененной по-
верхности, проекции минимальной  и максималь-
ной интенсивности, рендеринг и т.д.

Цель исследования – повышение точности 
лучевой диагностики ШОЛ путем разработки 
компьютерно-томографической семиотики каче-
ственных характеристик их поверхности и состо-
яния окружающих бронхов с применением при-
цельных 3D-реконструкций.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Проведена МСКТ у 560 пациентов с ШОЛ в 

возрасте 3–89 лет на компьютерных томографах 
Aquillion 64 и Asteion 4 (Toshiba Medical Systems, 
Япония) в фазе максимального вдоха. Перед ска-
нированием проводилась тренировка задержки 
дыхания, позволявшая увеличить время задержки 
вдоха. Шаг сканирования – 1,0 мм, напряжение 
на трубке 120  kV у взрослых (у детей – 80 kV). 
Осуществлялась реконструкция срезов толщиной 
1 мм, матрица 512 × 512 ýлементов. С целью де-
тального изучения полученных изображений, их 
сравнения у разных пациентов сканы записывали 
в формате DICOM на оптические компакт-ди-
ски. Апостериорный анализ сканов  проводили 
при помощи программы Vitrea 2 (Toshiba Medical 
Systems) [10]. Обследовано 359 (64,1%) мужчин 
и 201 женщина (35,9%). У всех пациентов диа-
гнозы были верифицированы морфологическими, 
бактериологическими и  клиническими методами 
(табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Распределение больных по формам заболеваний (n = 560)

Форма заболевания Абс. кол-во
Отн. кол-во, 
 М ± m, %

Первичный рак:
  центральный
  периферический

78
45

13,9
8,0

1,5
1,1

Метастазы рака:
единичные
множественные 

61
32

10,9
5,7

1,3
1,0

Инфильтративный туберкулез 91 16,2 1,6

Туберкуломы:
единичные
множественные

67
18

12,0
3,2

1,4
0,7

Очаговый туберкулез 39 7,0 1,1

Пневмония 64 11,4 1,3

Эхинококк 12 2,1 0,6

Доброкачественные опухоли 10 1,8 0,6

Ретенционные кисты 9 1,6 0,5

Цистицеркоз 7 1,2 0,5

Эозинофильный инфильтрат 6 1,1 0,4

Гамартохондрома 6 1,1 0,4

Аспергиллома 5 0,9 0,4

Хронический абсцесс 5 0,9 0,4

Внутрилегочная гематома 5 0,9 0,4
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Прицельная 3D-реконструкция осуществля-
лась с  использованием опции программы 3D Fly 
Through (Toshiba Medical Systems, Япония), при  
которой исключали  ткани, окружающие ШОЛ  на 
расстоянии 5–10 мм от наружных границ,  ШОЛ 
вписывали в объем куба. При диссеминации  мно-
жественных ШОЛ небольших размеров (2–5 мм) 
в объем куба включали их группу. Рассматривали 
поверхность ШОЛ в шести плоскостях соответ-
ственно граням вырезанного куба (рис. 1).

Рис. 1. Прицельная 3D-реконструкция поверхности ШОЛ 
больного, 63 года: периферический рак в переднем  сегменте 

верхней доли правого легкого

Необходимо отметить, что поверхность – тра-
диционное определение для двумерного мно-
гообразия в пространстве [11]. Используется 
отличающаяся  терминология в описании ее  ха-
рактеристик в различных областях знаний. Так, 
применяется термин «шероховатость» – сово-
купность микронеровностей поверхности, опи-
сываемая набором параметров, характеризующих 

среднюю и максимальную высоту неровностей 
и их ширину, средние расстояния между ними 
и т.д. [12]. Возможно использовать ýтот тер-
мин и при изучении медицинских изображений 
ШОЛ. Так как ýтому определению можно дать 
аналитическое выражение, впоследствии воз-
можна и количественная характеристика по-
верхности ШОЛ. Статистический анализ полу-
ченных результатов проведен с использованием 
критерия Стьюдента  с вероятностью безоши-
бочного прогноза 95% (р < 0,05) (А.М. Мерков,  
Л.Е. Поляков. Санитарная статистика. Л.: Ме-
дицина. 1974). Средние значения представлены  
в виде M ± m, где М – среднее значение, m – 
стандартное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Одним из преимуществ прицельного 3D-моде-

лирования явилась возможность рассмотреть по-
верхность ШОЛ в разных проекциях и с разных 
сторон полипозиционно.   

При ýтом за выражено шероховатую по-
верхность ШОЛ (в противоположность слабо 
шероховатой поверхности) принималась такая 
поверхность, когда количество ее неровностей 
было заметно больше во всех шести рассматри-
ваемых плоскостях. Çа гладкую равномерную по-
верхность ШОЛ принималась такая поверхность, 
когда не отмечалось неровностей во всех шести 
рассматриваемых плоскостях. Çа гладкую нерав-
номерную поверхность ШОЛ принималась такая, 
когда хотя бы в одной из рассматриваемых пло-
скостях отмечались выступы (рис. 2). 

При локализации ШОЛ в непосредственной 
близости от средостения, ребер, купола диафраг-
мы у 37 (6,6%) больных невозможно было визу-
ализировать поверхность, прилежащую к ýтим 
анатомическим образованиям. У обследованных 
больных поверхность ШОЛ была шероховатой и 
гладкой,  окружающие бронхи деформированы и 
не изменены  (рис. 3–18).

Рис. 2. Виды состояния поверхности ШОЛ: а – выражено шероховатая поверхность; б – слабо шероховатая поверхность;  
в – равномерно гладкая поверхность; г – неравномерно гладкая поверхность 
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Рис. 3. Поверхность ШОЛ больного, 63 года: центральный рак в заднем базальном сегменте нижней доли левого легкого. Широкие 
стрелки – выражено шероховатая поверхность ШОЛ; узкие стрелки – выражено деформированные бронхи

Рис. 4. Поверхность ШОЛ больной, 71 год: единичный метастаз рака щитовидной железы в медиальном сегменте средней доли 
правого легкого. Широкие стрелки –  гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – неизмененные бронхи
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Рис. 5. Поверхность ШОЛ больной, 28 лет: множественные метастазы рака молочной железы в нижней доле левого легкого. Ши-
рокие стрелки –  гладкая равномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – неизмененные бронхи

Рис. 6. Поверхность ШОЛ больной, 14 лет: инфильтративный туберкулез в верхушечном и заднем сегментах верхней доли правого  
легкого. Широкие стрелки – слабо шероховатая поверхность ШОЛ; узкие стрелки – умеренно деформированные бронхи
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Рис. 7. Поверхность ШОЛ больного, 61 год: единичная туберкулома  в заднем сегменте верхней доли правого легкого.  
Широкие стрелки – гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – выражено деформированные бронхи

Рис. 8. Поверхность ШОЛ больной, 7 лет: очаговый туберкулез в латеральном сегменте средней доли справа. Широкие  
стрелки – гладкая равномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки  – умеренно деформированные бронхи; головки стрелок –  

междолевая плевра
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Рис. 9. Поверхность ШОЛ больного, 61 год: сегментарная пневмония в переднем базальном сегменте нижней доли левого легкого. 
Широкие стрелки – слабо шероховатая поверхность ШОЛ; узкие стрелки – умеренно деформированы бронхи

Рис. 10. Поверхность ШОЛ больной, 50 лет: ýхинококк в верхушечном сегменте нижней доли левого легкого. Широкие  
стрелки – слабо шероховатая поверхность ШОЛ; узкие стрелки  – выражено деформированные бронхи; головки стрелок –  

междолевая плевра
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Рис. 11. Поверхность ШОЛ больного, 49 лет: внутрилегочная липома в переднем сегменте верхней доли левого легкого. Широкие 
стрелки – гладкая равномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – умеренно деформированные бронхи

Рис. 12. Поверхность ШОЛ больного, 31 год: ретенционные кисты в заднем базальном сегменте нижней доли правого легкого. 
Широкие стрелки – слабо шероховатая поверхность ШОЛ; узкие стрелки –  выражено деформированные бронхи
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Рис. 13. Поверхность ШОЛ больного, 47 лет: цистицеркоз  в верхушечном сегменте нижней доли правого легкого. Широкие стрел-
ки – гладкая равномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки –  выражено деформированные бронхи

Рис. 14. Поверхность ШОЛ больной, 45 лет: ýозинофильный инфильтрат в верхушечном сегменте нижней доли левого легкого. 
Широкие стрелки – гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – неизмененные бронхи
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Рис. 15. Поверхность ШОЛ больного, 78 лет: гамартохондрома в заднем базальном сегменте нижней доли правого легкого.  
Широкие стрелки – гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – умеренно деформированные бронхи

Рис. 16. Поверхность ШОЛ больной, 40 лет: аспергиллома в заднем  сегменте верхней  доли правого легкого. Широкие стрелки – 
гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – выражено деформированные бронхи
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Рис. 17. Поверхность ШОЛ больного, 70 лет: хронический абсцесс в верхнем язычковом сегменте левого легкого. Широкие  
стрелки – гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – выражено деформированные  бронхи

Рис. 18. Поверхность ШОЛ больного, 37 лет: внутрилегочная гематома в латеральном базальном сегменте  нижней доли левого  
легкого.  Широкие стрелки – гладкая неравномерная поверхность ШОЛ; узкие стрелки – умеренно деформированные бронхи
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У 299 (53,4%) больных поверхность ШОЛ 
была выражено шероховатой или слабо шерохо-
ватой. При первичном центральном и перифери-
ческом раке легкого определялось статистиче-
ски значимое преобладание количества больных 
с выражено шероховатой поверхностью ШОЛ 
над слабо шероховатой поверхностью: 13,6 ±  
1,4 против 0,4 ± 0,3 (р = 0,001) и 7,9 ± 1,1 против  
0,2 ± 0,2 (р = 0,001) соответственно. При инфиль-

тративном туберкулезе, пневмонии, ýхинококке, 
ретенционных кистах определялось  статистиче-
ски значимое преобладание количества больных со 
слабо шероховатой поверхностью ШОЛ над выра-
жено шероховатой поверхностью: 15,7 ± 1,5 про- 
тив 0,5 ± 0,2 (р = 0,001), 10,5 ± 1,3 против 0,9 ± 0,4 
(р = 0,001), 1,8 ± 0,6 против 0,4 ± 0,3 (р = 0,05),  
1,4 ± 0,5 против 0,2 ± 0,2 (р = 0,05) соответствен-
но (табл. 2).

Т а б л и ц а  2 

Состояние шероховатой поверхности ШОЛ

Форма заболевания

Выражено шероховатая Слабо шероховатая

р Абс. кол-во
больных

Отн. кол-во больных, % Абс. кол-во 
больных

Отн. кол-во больных, % 

М m М m

Первичный рак:
  центральный
  периферический

76
44

13,6
7,9

1,4
1,1

2
1

0,4
0,2

0,3
0,2

0,001
0,001

Инфильтративный туберкулез 3 0,5 0,2 88 15,7 1,5 0,001

Пневмония 5 0,9 0,4 59 10,5 1,3 0,001

Эхинококк 2 0,4 0,3 10 1,8 0,6 0,05

Ретенционные кисты 1 0,2 0,2 8 1,4 0,5 0,05

Всего 131 23,4 1,8 168 30,0 1,9 0,05

    
У 261 (46,6%) больного поверхность ШОЛ была 

равномерно гладкая или неравномерно гладкая. 
При единичных метастазах рака определялось  
статистически значимое преобладание количества 
больных с неравномерно гладкой поверхностью 
ШОЛ над равномерно гладкой поверхностью:  
8,0 ± 0,4 против 2,9 ± 0,7 (р = 0,001). При мно-
жественных метастазах рака определялось  ста-
тистически значимое преобладание количества 
больных с равномерно гладкой поверхностью 
ШОЛ над неравномерно гладкой поверхностью: 
5,2 ± 0,9 против 0,5 ± 0,2 (р = 0,001). При единич-
ных и множественных туберкуломах определялось  
статистически значимое преобладание количества 
больных с неравномерно гладкой поверхностью 
ШОЛ над равномерно гладкой поверхностью:  
11,8 ± 1,4 против 0,2 ± 0,2 (р = 0,001) и 3,0 ± 0,7 
против 0,2 ± 0,2 (р = 0,001) соответственно. При 
очаговом туберкулезе определялось  статистиче-
ски значимое преобладание количества больных с 
равномерно гладкой поверхностью ШОЛ над не-

равномерно гладкой поверхностью: 5,2 ± 0,9 про-
тив 1,3 ± 0,4 (р = 0,001). При доброкачественных 
опухолях не определялось статистически значи-
мых различий между количеством больных с рав-
номерно гладкой поверхностью и неравномерно 
гладкой поверхностью ШОЛ: 1,4 ± 0,5 против 0,4 ±  
0,3 (р = 0,1). При цистицеркозе определялось  
статистически значимое преобладание количества 
больных с равномерно гладкой поверхностью 
ШОЛ над неравномерно гладкой поверхностью: 
1,1 ± 0,3 против 0,2 ± 0,2 (р = 0,02). При ýозино-
фильном инфильтрате, гамартохондроме, аспер-
гилломе, хроническом абсцессе, внутрилегочной 
гематоме не определялось  статистически значи-
мых различий между количеством больных с рав-
номерно гладкой поверхностью и неравномерно 
гладкой поверхностью ШОЛ: 0,4 ± 0,3 против 0,7 
± 0,3 (р = 0,5), 0,2 ± 0,2 против 0,9 ± 0,4 (р = 0,25), 
0,2 ± 0,2 против 0,7 ± 0,3 (р = 0,25), 0,2 ± 0,2 про-
тив 0,7 ± 0,3 (р = 0,25), 0,2 ± 0,2 против 0,7 ± 0,3 
(р = 0,25) соответственно (табл. 3).

Т а б л и ц а  3

Состояние гладкой поверхности ШОЛ

Форма заболевания
Равномерно гладкая Неравномерно гладкая

рАбс. кол-во 
 больных

Отн. кол-во больных, % Абс. кол-во
больных

Отн. кол-во больных, %
М m М m

Метастазы рака:
  единичные
  множественные 

16
29

2,9
5,2

0,7
0,9

45
3

8,0
0,5

0,4
0,2

0,001
0,001

Туберкуломы:
  единичные
  множественные

1
1

0,2
0,2

0,2
0,2

66
17

11,8
3,0

1,4
0,7

0,001
0,001
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У 461 (82,3%) больного бронхи, окружаю-
щие ШОЛ, были выражено деформированы или 
умеренно деформированы. При первичном цен-
тральном и периферическом раке легкого опре-
делялось статистически значимое преобладание 
количества больных с  выражено деформирован-
ными бронхами над умеренно деформированными 
бронхами: 12,0 ± 1,4 против 2,0 ± 0,6 (р = 0,001), 
6,6 ± 1,0 против 1,4 ± 0,5 (р = 0,001) соответствен-
но. При инфильтративном туберкулезе опреде-
лялось статистически значимое преобладание 
количества больных с умеренно  деформирован-
ными бронхами над выражено деформированны-
ми бронхами: 13,6 ± 1,4 против 2,7 ± 0,7 (р = 
0,001). При единичных и множественных тубер-
куломах определялось  статистически значимое 
преобладание количества больных с выражено 
деформированными бронхами над умеренно де-
формированными бронхами: 9,6 ± 1,2 против 2,3 ±  
0,6 (р = 0,001), 2,7 ± 0,7 против 0,5 ± 0,3 (р = 0,01) 
соответственно. При очаговом туберкулезе опре-
делялось  статистически значимое преобладание 
количества больных с умеренно  деформирован-
ными бронхами над выражено деформированны-
ми бронхами: 4,8 ± 0,9 против 2,1 ± 0,6 (р = 0,02). 
При пневмонии не определялось статистически 
значимых различий между количеством больных 

с выражено деформированными бронхами и уме-
ренно деформированными бронхами: 4,8 ± 0,9 про- 
тив 6,6 ± 1,0 (р = 0,25). При ýхинококке опре-
делялось  статистически значимое преобладание 
количества больных с выражено деформирован-
ными бронхами над умеренно деформированны-
ми бронхами: 1,8 ± 0,6 против 0,4 ± 0,3 (р = 0,05). 
При доброкачественных опухолях, ретенционных 
кистах не определялось статистически значимых 
различий между количеством больных с выра-
жено деформированными бронхами и умеренно 
деформированными бронхами: 0,5 ± 0,3 против 
1,2 ± 0,5 (р = 0,25), 1,1 ± 0,4 против 0,5 ± 0,3  
(р = 0,25) соответственно. При цистицеркозе 
определялось  статистически значимое преобла-
дание количества больных с выражено дефор-
мированными бронхами над умеренно деформи-
рованными бронхами: 1,1 ± 0,4 против 0,2 ± 0,2 
(р = 0,05). При гамартохондроме, аспергилломе, 
хронических абсцессах, внутрилегочных гема-
томах не определялось статистически значимых 
различий между количеством больных с выра-
жено деформированными бронхами и умеренно 
деформированными бронхами: 0,4 ± 0,3 против 
0,7 ± 0,3 (р = 0,5), 0,7 ± 0,3 против 0,2 ± 0,2 (р = 
0,5), 0,5 ± 0,3 против 0,4 ± 0,3 (р = 0,5), 0,2 ± 0,2 
против 0,7 ± 0,3 (р =0 ,5) соответственно (табл. 4).

Очаговый туберкулез 29 5,2 0,9 10 1,3 0,4 0,001

Доброкачественные опухоли 8 1,4 0,5 2 0,4 0,3 0,1

Цистицеркоз 6 1,1 0,3 1 0,2 0,2 0,02

Эозинофильный инфильтрат 2 0,4 0,3 4 0,7 0,3 0,5

Гамартохондрома 1 0,2 0,2 5 0,9 0,4 0,25

Аспергиллома 1 0,2 0,2 4 0,7 0,3 0,25

Хронический абсцесс 1 0,2 0,2 4 0,7 0,3 0,25

Внутрилегочная гематома 1 0,2 0,2 4 0,7 0,3 0,25

Всего 96 17,1 1,6 165 29,5 1,9 0,001

О к о н ч а н и е  т а б л .  3

Форма заболевания

Равномерно гладкая Неравномерно гладкая

рАбс. кол-во 
 больных

Отн. кол-во больных, % Абс. кол-во
больных

Отн. кол-во больных, %

М m М m

Т а б л и ц а  4

Виды состояния бронхов, окружающих ШОЛ

Форма заболевания

Деформация

р
Выраженная Умеренная

Абс. 
кол-во больных

Отн. кол-во больных, % Абс. кол-во 
больных

Отн. кол-во больных, %

М m М m

Первичный рак:
  центральный
  периферический

67
37

12,0
6,6

1,4
1,0

11
8

2,0
1,4

0,6
0,5

0,001
 0,001

Инфильтративный туберкулез 15 2,7 0,7 76 13,6 1,4 0,001

Туберкуломы:
  единичные
  множественные

54
15

9,6
2,7

1,2
0,7

13
3

2,3
0,5

0,6
0,3

0,001
0,01

Очаговый туберкулез 12 2,1 0,6 27 4,8 0,9  0,02
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ВЫВОДЫ 

1. При первичном центральном и перифериче-
ском раке легкого определялось  статистически 
значимое преобладание количества больных с 
выражено шероховатой поверхностью ШОЛ над 
слабо шероховатой поверхностью.

2. При инфильтративном туберкулезе, пнев-
монии, ýхинококке, ретенционных кистах опре-
делялось  статистически значимое преоблада-
ние количества больных со слабо шероховатой 
поверхностью ШОЛ над выражено шероховатой 
поверхностью.

3. При единичных метастазах рака, единичных 
и множественных туберкуломах определялось  
статистически значимое преобладание количества 
больных с неравномерной гладкой поверхностью 
ШОЛ над равномерной гладкой поверхностью.

4. При множественных метастазах рака, оча-
говом туберкулезе, цистицеркозе определялось 
статистически значимое преобладание количе-
ства больных с равномерной гладкой поверхно-

стью ШОЛ над неравномерной гладкой поверх-
ностью. 

5. При доброкачественных опухолях, ýозино-
фильном инфильтрате, гамартохондроме, аспер-
гилломе, хроническом абсцессе, внутрилегочной 
гематоме не определялось  статистически зна-
чимых различий между количеством больных с  
равномерной гладкой поверхностью ШОЛ и не-
равномерной гладкой поверхностью.

6. При первичном раке легкого, единичных 
и множественных туберкуломах, ýхинококке,  
цистицеркозе определялось  статистически зна-
чимое преобладание количества больных с вы-
ражено деформированными бронхами, окружа-
ющими ШОЛ, над умеренно деформированными 
бронхами. 

7. При инфильтративном и очаговом тубер-
кулезе определялось  статистически значимое 
преобладание количества больных с умеренно  
деформированными бронхами, окружающими 
ШОЛ, над выражено деформированными брон-
хами. 
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У 99 (17,7%) больных бронхи, окружающие 
ШОЛ, не были изменены: у 61 (10,9%) больного 
при единичных метастазах: 10,9 ± 1,3 против 82,3 ±  
± 1,6 всех больных с деформациями бронхов  
(р = 0,001), у 32 (5,7%) больных с множественны-

ми метастазами: 5,7 ± 1,0 против 82,3 ± 1,6 всех 
больных с деформациями бронхов (р = 0,001), у 6 
(1,1%) больных с ýозинофильным инфильтратом: 
1,1 ± 0,4 против 82,3 ± 1,6 всех больных с дефор-
мациями бронхов (р = 0,001) (табл. 5).

Т а б л и ц а  5

Виды состояния бронхов, окружающих ШОЛ

Форма заболевания

Не изменены Деформированы

рАбс. кол-во 
больных

Отн. кол-во больных, % Абс. кол-во 
больных

Отн. кол-во больных, %

М m М m

Метастазы рака:
  единичные
  множественные

61
32

10,9
5,7

1,3
1,0 461 82,3 1,6

 0,001
 0,001

Эозинофильный инфильтрат 6 1,1 0,4  0,001

Всего 99 17,7 1,6 461 82,3 1,6  0,001

Пневмония 27 4,8 0,9 37 6,6 1,0 0,25

Эхинококк 10 1,8 0,6 2 0,4 0,3 0,05

Доброкачественные опухоли 3 0,5 0,3 7 1,2 0,5 0,25

Ретенционные кисты 6 1,1 0,4 3 0,5 0,3 0,25

Цистицеркоз 6 1,1 0,4 1 0,2 0,2 0,05

Гамартохондрома 2 0,4 0,3 4 0,7 0,3 0,5

Аспергиллома 4 0,7 0,3 1 0,2 0,2 0,5

Хронический абсцесс 3 0,5 0,3 2 0,4 0,3 0,5

Внутрилегочная гематома 1 0,2 0,2 4 0,7 0,3 0,5

Всего 262 46,8 2,1 199 35,5 2,0 0,001

О к о н ч а н и е  т а б л.  4

Форма заболевания

Деформация

р
Выраженная Умеренная

Абс. 
кол-во больных

Отн. кол-во больных, % Абс. кол-во 
больных

Отн. кол-во больных, %

М m М m
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8. При пневмонии, доброкачественных опу-
холях, ретенционных кистах, гамартохондроме, 
аспергилломе, хронических абсцессах, внутриле-
гочной гематоме не определялось  статистически 
значимых различий между количеством больных 
с  выражено деформированными бронхами, окру-
жающими ШОЛ, и умеренно деформированными 
бронхами.

9. У больных с единичными и множественны-
ми метастазами, ýозинофильным инфильтратом 
бронхи, окружающие ШОЛ, не были изменены.

10. Необходима разработка программного 
обеспечения, позволяющего количественно ха-
рактеризовать поверхность ШОЛ и степень де-
формации окружающих бронхов.
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ABSTRACT

The purpose of this paper is to improve the accuracy of X-ray diagnostics of circular-shaped growth (CSG) 
by developing computed tomographic semiotics of qualitative characteristics of its surface and the state of the 
surrounding bronchi using target 3D-reconstruction.

Material and methods. 560 patients at the age of 3–89 years were examined. Target 3D reconstruction was 
carried out with the use of 3D Fly Through program (Toshiba Medical Systems, Japan) which removed the 
tissue surrounding CSG at a distance of 5–10 mm from the outer boundaries. 

CSG was inscribed into a cube. In case of the primary central and peripheral lung cancer a number of patients 
with severe rough surface of CSG prevailed over a number of patients with slightly rough surface was detected. 
In case of infiltrative tuberculosis, pneumonia, echinococcus, retention cysts the prevalence of a number of 
patients with slightly rough surface of CSG over a number of patients with rough surface was identified. In 
case of single cancer metastases, single and multiple tuberculomas the prevalence of a number of patients with 
non-uniform smooth surface of CSG over a number of patients with uniform smooth surface was identified. In 
case of multiple cancer metastasis, focal tuberculosis, cysticercosis the prevalence of a number of patients with 
a uniform smooth surface of CSG over a number of patients with uneven smooth surface was identified. In case 
of benign tumors, eosinophilic infiltrate, gamartohondroma, aspergilloma, chronic abscess, intrapulmonary 
hematoma there was not difference between the number of patients with a uniform smooth surface of CSG 
and a number of patients with uneven smooth surface. In case of primary lung cancer metastasis, single and 
multiple tuberkulomas, echinococcus, cysticercosis there was a prevalence of the number of patients with 
expressed deformed bronchi surrounding CSL over a number of patients with moderately deformed bronchi. 
In case of infiltrative and focal tuberculosis there was prevalence of a number of patients with moderately 
deformed bronchi surrounding CSL over a number of patients with expressed deformed bronchi. 

Results. In case of pneumonia, benign tumors, retention cysts, gamartohondroma, aspergilloma, chronic 
abscesses, and intrapulmonary hematomas there was no difference between the number of patients with 
expressed deformed bronchi surrounding CSL, and a number of patients with moderately deformed bronchi. 
Patients with single and multiple metastases, eosinophilic infiltration, bronchi surrounding CSL were not 
changed. It is necessary to develop a software that allows quantitatively characterize the surface of CSL and 
the degree of deformation of the surrounding bronchi.

Key words: circle-shaped growth in lungs, multispiral computed tomography, 3D-reconstruction, surface 
of circle-shaped growth in lungs.    
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Особенности пролиферации и миграции клеток головного мозга  
при когнитивном тренинге животных с экспериментальной болезнью  
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РЕЗЮМЕ

Болезнь Альцгеймера является многофакторным нейродегенеративным заболеванием, характеризу-
ющимся наличием бета-амилоидных бляшек и  нейрофибриллярных клубков. Бета-амилоид является 
важным фактором риска и играет центральную роль в возникновении и прогрессировании болезни 
Альцгеймера. Однако вопрос о влиянии бета-амилоида на гиппокампальный нейрогенез во взрослом 
мозге остается открытым. 

Цель исследования – изучение влияния процесса обучения на нейрогенез, пролиферацию, выживае-
мость и миграцию клеток в норме и при экспериментальной болезни Альцгеймера.

Материал и методы. Исследование выполнено на самцах зрелых крыс линии Wistar в возрасте 7 мес.  
Опытная группа – животные с экспериментальной болезнью Альцгеймера после введения бета-амило-
ида 1-42 в CA1 зону гиппокампа билатерально по 5 мкл. Контрольная группа – ложно-оперированные 
животные, которым вводили растворитель для бета-амилоида – фосфатно-солевого буфера – в CA1 
зону билатерально по 5 мкл. Для оценки рабочей памяти, а также консолидации памяти использовали 
нейроповеденческое тестирование в водном лабиринте Морриса. Изучение миграции клеток осуществля-
ли путем введения бромдезоксиуридина (50 мг/кг). Экспрессию молекул-маркеров нейрогенеза (Ki-67,  
PSA-NCAM, PCNA) в гиппокампе исследовали методом иммуногистохимии с последующей конфокаль-
ной микроскопией.

Результаты. Показано, что моделирование болезни Альцгеймера приводит к нарушениям когнитивных 
функций и запоминания у животных. В группе с экспериментальной болезнью Альцгеймера выявлено 
снижение уровня пролиферации клеток (р = 0,043), нарушение миграции (р = 0,031), но не выживае-
мости клеток (р = 0,985) по сравнению с контрольной группой. Обучение в водном лабиринте Морриса 
животных с экспериментальной болезнью Альцгеймера способствует миграции клеток-предшественни-
ков по ростральному миграционному пути (р = 0,011). Количество нейробластов (р = 0,809) и проли-
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой 

необратимое нейродегенеративное заболевание, 
вызывающее нарушение когнитивных функций, 
которое определяется сочетанием расстройств 
памяти с нарушением интеллектуальной деятель-
ности у людей старше 65 лет [1]. Прогрессирова-
ние болезни Альцгеймера связано с тремя клю-
чевыми нейропатологическими особенностями: 
образование бета-амилоидных бляшек в связи с  
мутациями генов пресенилин-1 и пресенилин-2 
[2]; накопление внутриклеточных нейрофибрил-
лярных клубков и синаптическая дисфункция 
[3]. Эти события происходят главным образом в 
неокортексе, гиппокампе и других подкорковых 
областях, которые являются ответственными за 
реализацию когнитивной функции [4]. Между 
тем бета-амилоид является важным фактором 
риска и играет центральную роль в возникнове-
нии и прогрессировании болезни Альцгеймера, а 
также развитии локальной инсулинорезистент-
ности в ткани головного мозга, характерной для 
нейродегенерации альцгеймеровского типа [5–7]. 
Однако до настоящего времени остается откры-
тым вопрос о том, как бета-амилоид влияет на 
гиппокампальный нейрогенез во взрослом мозге.

Цель исследования: изучение влияния процес-
са обучения на нейрогенез, пролиферацию, вы-
живаемость и миграцию клеток в норме и при 
ýкспериментальной болезни Альцгеймера.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для проведения ýкспериментального исследо-
вания использовали самцов зрелых крыс линии 
Wistar в возрасте 7 мес. Животные содержались в 
виварии при стандартных условиях (температура 
(21 ± 1) °С и световой цикл – 12 ч день и 12 ч ночь) 
в клетках со свободным доступом к пище и воде.

Для проведения исследования сформирова-
ны четыре группы. Контрольная группа 1: лож-
но-оперированные (ЛО) животные (n = 5) с тре- 

ферация клеток-предшественников нейронов (р = 0,083)  значимо не меняется по сравнению с группой 
без обучения.

Заключение. При моделировании болезни Альцгеймера у животных наблюдается когнитивная дисфунк-
ция, снижение уровня пролиферации и миграции клеток, что свидетельствует о нарушении нейрогенеза 
за счет токсического действия амилоида. Обсуждается связь полученных результатов с механизмами 
развития локальной инсулинорезистентности.

Ключевые слова: PCNA, Ki-67, BrdU, миграция клеток, болезнь Альцгеймера, инсулинорезистент-
ность.

нировкой в течение 5 дней в лабиринте Мор-
риса. Контрольная группа 2: ЛО живот-
ные (n = 5) без тренировки в течение 5 дней  
в лабиринте Морриса. Группа 3: животные с 
ýкспериментальной БА (n = 5) с тренировкой в 
течение 5 дней в лабиринте Морриса. Группа 4:  
животные с ýкспериментальной БА (n = 5) без 
тренировки в течение 5 дней в лабиринте Морри-
са. Животным контрольных групп вводили фос-
фатно-солевой буфер. Животным групп 3, 4 вво-
дили бета-амилоид.

Для подавления ноцицепции использовали 
ксилазин, анестезию проводили интраперитоне-
альным введением хлоралгидрата. Хирургический 
уровень анестезии сохранялся от 45 мин до 1 ч. 
После проверки болевой чувствительности, оцен-
ки частоты дыхания, сердечных сокращений и 
уверенности в безболезненности, отсутствии стра-
дания животного крысу фиксировали в стерео-
таксической рамке. Моделирование болезни Аль-
цгеймера, проведение ложных операций, а также 
оценку признаков данной патологии осуществля-
ли согласно методике, представленной нами ранее 
[8]. Использовали нейроповеденческое тестирова-
ние в водном лабиринте Морриса для оценки опе-
ративной и долговременной памяти в соответствии 
со стандартными протоколами [9].

Перед проведением диагностического оценоч-
ного теста выполнялась тренировка исследуемых 
животных в течение 4 последовательных дней. 
При исследовании параметров в течение 1 дня 
оценивали рабочую память, при изучении пара-
метров на следующей день – консолидацию па-
мяти.

Для идентификации мигрирующих нейро- 
бластов крысам был введен бромдезоксиуридин 
(Bromodeoxyuridin, BrdU) (Sigma-Aldrich, США) в 
дозе 50 мг/кг дважды в день в течение 3 после-
довательных дней, начиная с 7-го дня после вве-
дения бета-амилоида или PBS в соответствии со 
стандартным протоколом [10]. После окончания 
введения BrdU часть животных (ЛО животные и 
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животные с ýкспериментальной моделью БА) обу-
чали в водном лабиринте Морриса в течение 4 
дней. На 5-й день  после инъекций BrdU (14-й 
день после моделирования) через 30 мин после 
тестирования в водном лабиринте Морриса осу-
ществляли транскардиальную перфузию соглас-
но ранее представленной методике [8]. 

Экспрессию маркеров нейрогенеза, а именно 
Ki-67 (маркер пролифирирующих клеток в G1-, 
S-, G2-фазах), PSA-NCAM (маркер нейробла-
стов), PCNA (маркер пролиферирующих клеток 
в фазе S) оценивали методом иммуногистохи-
мии для свободно плавающих срезов, который 
проводили согласно методике [8]. Изображения 
срезов головного мозга получали с помощью 
конфокального микроскопа Olympus FV 10i, за-
тем подсчитывали количество клеток, которые 
ýкспрессируют маркеры нейрогенеза в зубчатой 
извилине гиппокампа, латеральных стенках бо-
ковых желудочков (субвентрикулярная зона), ро-
стральном миграционном пути и ольфакторных 
луковицах. При ýтом оценивали пять полей зре-
ния для субвентрикулярной зоны, рострального 
миграционного пути и ольфакторных луковиц, 
для гиппокампа – семь полей зрения. 

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проводилась с помощью программы 
Stаtplus Professional, сборка 5.9.8.5/Core v.5.9.33 
методами непараметрической статистики. Для 
сравнения показателей в независимых выборках 
применяли критерий Манна – Уитни. Различия 
принимали значимыми при p ≤ 0,05, p – уровень 
значимости.  Результаты представлены в виде 
M ± m, где М – среднее значение, m – ошибка 
среднего. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для изучения консолидации памяти и влияния 

тренировок животных в водном лабиринте Мор-
риса были использованы два протокола. Первый 
протокол – животные обучались в водном лаби-
ринте Морриса в течение 4 дней с оценкой на 5-й 
день. Второй протокол – животные не подверга-
лись обучению в водном лабиринте Морриса. Оце-
нивали число входов в квадрат со скрытой плат-
формой, время нахождения в данном квадрате.

В результате изучения поведения по двум раз-
ным протоколам, согласно которым различия 
состояли в особенностях тренировок животных, 
можно заключить, что при моделировании БА 
наблюдаются нарушения когнитивных функций и 
запоминания у животных, а именно значительно 
подавляются возможности оперативной памяти. 
При обучении животных в водном лабиринте 

Морриса отмечается улучшение процесса кон-
солидации памяти в группе ложно-оперирован-
ных животных и при ýкспериментальной болезни 
Альцгеймера, тогда как оперативная память зна-
чимо не меняется (рис. 1). 
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Рис. 1. Результаты нейропсихического тестирования в вод-
ном лабиринте Морриса на 5-й день тестирования: синий 
цвет – ложно-оперированные животные (сплошной – с тре-
нировками, пунктиром – животные без тренировки); крас-
ный цвет – животные с нейродегенерацией (сплошной – с 

тренировками, пунктиром – животные без тренировки)
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Для идентификации мигрирующих нейробла-
стов крысам был введен BrdU, поýтому миграцию 
по ростральному пути из субвентрикулярной 
зоны в ольфакторные луковицы изучали по ко-
личеству клеток BrdU+/PSA-NCAM+ (рис. 2). 

Рис. 2. Экспрессия BrdU+/PSA-NCAM+ клеток в ростраль-
ном миграционном пути: а – при нейродегенерации (р = 0,011), 

б – при проведении ложной операции (р = 0,809)

а

б

Выявлено, что у животных с ýксперименталь-
ной болезнью Альцгеймера количество клеток 
BrdU+/PSA-NCAM+ статистически значимо сни-
жалось 0,50 ± 0,29 по сравнению с ложно-опе-
рированными животными: 4,00 ± 0,49 (р = 0,031). 
Таким образом, нарушение миграции нейробла-
стов по ростральному миграционному пути мо-
жет быть вызвано токсическим действием бета- 
амилоида [11]. Мы определяли ýкспрессию клеток 
BrdU+/NeuN+ в зубчатой извилине гиппокампа 
для изучения выживаемости зрелых гранулярных 
нейронов. При моделировании нейродегенерации 
и при проведении ложной операции не выявлено 
статистически значимых различий (р = 0,985) в 
субгранулярном слое зубчатой извилины  BrdU+/
NeuN+ клеток (1,40 ± 0,46 и 1,44 ± 0,38 соот-
ветственно). Это свидетельствует о том, что бе-
та-амилоид не оказывает значимого влияния на 

выживаемость зрелых нейронов. В результате 
исследования пролиферирующих клеток в G1-, 
S-, G2-фазах (в интерфазе) отмечено снижение 
ýкспрессии маркера Ki67 в субгранулярной зоне 
зубчатой извилины при моделировании нейроде-
генерации 4,24 ± 0,25 по сравнению с проведе-
нием ложной операции 7,42 ± 1,30 (р = 0,043) 
(рис. 3). При изучении пролиферирующих клеток 
в фазе S было выявлено статистически значимое 
снижение клеток PCNA+ в субгранулярной зоне 
при нейродегенерации 2,50 ± 0,99 по сравнению 
с ложно-оперированными животными 6,4 ± 0,6  
(р = 0,021). Таким образом, происходит снижение 
уровня пролиферации клеток в зубчатой извили-
не гиппокампа при моделировании нейродегене-
рации (рис. 4).

Рис. 4. Экспрессия PCNA+ клеток в субгранулярной зоне зуб-
чатой извилины гиппокампа при нейродегенерации (р = 0,461) 

Рис. 3. Экспрессия Ki67+ клеток в субгранулярной зоне зуб-
чатой извилины гиппокампа: а – при нейродегенерации (р = 

0,083), б – при проведении ложной операции (р =0,038) 

Ki67+

Ki67+

а

б
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При изучении мигрирующих нейробластов 
при нейродегенерации у крыс с тренировкой па-
мяти выявили значимое увеличение количества  
BrdU+/PSA-NCAM+ клеток 3,67 ± 0,88 по срав-
нению с нетренированными крысами 0,50 ± 0,29 
(р = 0,011) (см. рис. 2, а). На ложно-оперирован-
ных животных стимуляция когнитивных функ-
ций такого влияния не оказывает. В контрольной 
группе после тренировок количество мигриру-
ющих нейробластов составило 3,80 ± 0,52, что 
практически не отличается от группы без обуче-
ния 4,00 ± 0,49 (р = 0,809) (см. рис. 2, б). Таким 
образом, когнитивная стимуляция у животных с 
нейродегенерацией способствует восстановлению 
миграции клеток-предшественников по ростраль-
ному пути.

При изучении выживаемости зрелых грану-
лярных нейронов  не  выявлено статистически 
значимых различий в субгранулярном слое зуб-
чатой извилины гиппокампа BrdU+/NeuN+ кле-
ток при проведении ложной операции с обуче-
нием 0,75 ± 0,37 и без него 1,40 ± 0,46 (р = 0,311)  
и при моделировании нейродегенерации с обуче-
нием и без него (1,67 ± 0,21 и 1,44 ± 0,38, соответ-
ственно) (р = 0,662). Это свидетельствует о том, 
что на выживаемость зрелых нейронов как при 
моделировании нейродегенерации, так и в кон-
трольной группе тренировки в водном лабиринте 
Морриса значимого влияния не оказывают. 

Также не оказывает значимого влияния и 
обучение в водном лабиринте Морриса на ýкс-
прессию маркера Ki67 в субгранулярной зоне 
зубчатой извилины при моделировании нейроде-
генерации 2,00 ± 0,89 по сравнению с группой 
без обучения 4,24 ± 0,25 (р = 0,083) (см. рис. 3, а).  
При  проведении ложной операции тренировки 
в водном лабиринте Морриса вызывают увеличе-
ние ýкспрессии Ki67 у тренированных животных  
10,83 ± 0,65 по сравнению с животными без обу-
чения 7,42 ± 1,30 (р = 0,042) (см. рис. 3, б). 

При изучении ýкспрессии маркера PCNA в за-
висимости от обучения не  выявлено статистиче-
ски значимого изменения клеток PCNA+ в суб-
гранулярной зоне при нейродегенерации после 
обучения 3,50 ± 0,85 по сравнению с животными 
без тренировок 2,50 ± 0,99 (р = 0,461) (рис. 4). 

Таким образом, не происходит изменения 
уровня пролиферации клеток в зубчатой изви-
лине гиппокампа при моделировании нейродеге-
нерации со стимуляцией когнитивной функции и 
без нее. Вместе с тем на здоровый мозг обучение 
оказывает положительное влияние, проявляюще-
еся увеличением ýкспрессии маркеров активно 
пролиферирующих клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Нейродегенеративные заболевания представ-
ляют собой хронический и медленно прогрес-
сирующий процесс. Характерными признаками 
нейродегенерации являются нарушения нейро-
генеза, синаптогенеза; интенсификация апопто-
за; дизрегуляция ангиогенеза. Дополнительным 
признаком нейродегенерации альцгеймеровско-
го типа считают локальную инсулинорезистент-
ность, развивающуюся в ткани головного мозга. 
Нарушение нейрогенеза при нейродегенерации 
затрагивает все ýтапы ýтого процесса (от поддер-
жания пула стволовых и прогениторных клеток 
до механизмов миграции и дифференцировки), 
что находит свое отражение в нарушении когни-
тивных функций и механизмов памяти [13]. 

Установлено, что нейротоксическое действие 
интрагиппокампально введенного бета-амилоида 
вызывает нарушение запоминания у животных 
за счет подавления рабочей памяти. Вместе с тем 
обучение животных в водном лабиринте Морриса 
способствует улучшению процесса консолидации 
памяти в группе ложно-оперированных животных 
и при ýкспериментальной болезни Альцгейме-
ра, тогда как рабочая память значимо не меня-
ется. Это сопровождается снижением количества 
пролиферирующих клеток в гиппокампе и чис-
ла мигрирующих BrdU+/PSA-NCAM+ клеток по 
ростральному пути из субвентрикулярной зоны 
в ольфакторные луковицы у животных с моде-
лью болезни Альцгеймера. Однако статистически 
значимых различий в ýкспрессии BrdU+/NeuN+ 
клеток в субгранулярном слое зубчатой извили-
ны гиппокампа не обнаружено, что указывает на 
отсутствие существенного влияния  бета-амилои-
да на выживаемость зрелых нейронов. Результа-
ты исследования мигрирующих нейробластов при 
нейродегенерации у крыс с тренировкой памяти 
выявили значимое увеличение количества BrdU+/
PSA-NCAM+ клеток по сравнению с нетрениро-
ванными крысами. На ложно-оперированных жи-
вотных стимуляция когнитивных функций такого 
влияния не оказывает. Это свидетельствует о том, 
что когнитивная стимуляция у животных с ней-
родегенерацией способствует восстановлению ми-
грации клеток-предшественников по ростральному 
пути. Вместе с тем тренировки в водном лабиринте 
Морриса не оказывают значимого влияния  на ýкс-
прессию BrdU+/NeuN+ клеток в зубчатой извили-
не гиппокампа как при моделировании нейродеге-
нерации, так и в контрольной группе. Интересно, 
что в отличие от группы ложно-оперированных 
животных ýкспрессия Ki67 в гиппокампе под дей-
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ствием обучения в группе с  ýкспериментальной 
болезнью Альцгеймера не меняется, но увеличи-
вается количество нейробластов. В совокупности 
ýто позволяет сделать вывод о том, что при ней-
родегенерации обучение стимулирует преимуще-
ственно ранние ýтапы нейрогенеза.

Результаты исследований нейрогенеза в тканях 
головного мозга свидетельствуют о том, что с воз-
растом и при болезни Альцгеймера имеет место 
значительное снижение ýффективности пролифе-
рации прогениторных клеток и их количества [14]. 
Большинство исследований, в которых рассматри-
вается нейрогенез в гиппокампе или субвентрику-
лярной зоне у трансгенных мышей, ýкспрессиру-
ющих одну или две мутации в гене, кодирующем 
APP (белок-предшественник амилоида), показыва-
ют нарушение пролиферации клеток-предшествен-
ников и (или) нарушение нейрональной диффе-
ренцировки [15, 16]. Кроме того установлено, что 
инъекция в дозе 5 мкл с концентрацией 1 мМ Aβ1-
42 или Aβ25-35 в боковой желудочек уменьшает 
пролиферацию клеток в субвентрикулярной зоне в 
течение следующих 5 дней [17]. Экспериментально 
показано, что увеличение пролиферации клеток 
характерно для начальных ýтапов нейродегенера-
ции, но затем нейрогенез подавляется [18]. 

Одним из важных факторов подавления ней-
рогенеза является локальная инсулинорезистент-
ность [19]. Ранее было показано [20] сниже-
ние ýкспрессии инсулинзависимого глюкозного 
транспортера (GLUT4) на фоне увеличения ýкс-
прессии инсулинрегулируемой аминопептидазы 
IRAP в гиппокампе животных с ýксперименталь-
ной болезнью Альцгеймера (модель с интрагип-
покампальным введение бета-амилоида, анало-
гичная представленной в данном исследовании). 
Известно, что инсулиноподобный фактор роста, 
играющий важную роль в развитии болезни Аль-
цгеймера [21], стимулирует пролиферацию ней-
ронных клеток-предшественников, способствуя 
интенсификации нейрогенеза в гиппокампе, ре-
гулирует синаптическую пластичность, повышает 
выживаемость нейронов, а также ингибирует их 
гибель [22]. Таким образом, полученные в настоя-
щем исследовании данные о нарушении процессов 
нейрогенеза и миграции клеток дополняют пред-
ставления о негативном влиянии нарушения ин-
сулиновой сигнальной трансдукции в гиппокампе 
при ýкспериментальной болезни Альцгеймера.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обучение оказывает положительное влияние 

на здоровый мозг, что проявляется  интенси-
фикацией нейрогенеза и миграции клеток, тог-

да как при ýкспериментальной болезни Альц-
геймера такой ýффект отсутствует или носит 
неполноценный характер. Поскольку процесс 
обучения у животных с ýкспериментальной бо-
лезнью Альцгеймера восстанавливает количество 
нейробластов и миграционную способность кле-
ток-предшественников, логично предположить, 
что ýффект стимуляции процессом обучения 
механизмов консолидации памяти у животных 
с болезнью Альцгеймера, но не резистентных к 
действию тренировки процессов оперативной 
(рабочей) памяти, зависит от состояния «резерв-
ного» пула нейрональных предшественников, а 
именно нейробластов, способных быстро акти-
вироваться в ответ на развитие патологического 
процесса, реализуя компенсаторный механизм.
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ABSTRACT

Aims. Alzheimer’s disease is a multifactorial neurodegenerative disease characterized by the presence of am-
yloid beta peptide containing plaques, and neurofibrillary tangles. Beta-amyloid is a major risk factor and it 
plays a central role in the onset and progression of Alzheimer’s disease. However, question of the influence of 
beta-amyloid on neurogenesis in the hippocampus in the adult brain is still open. The purpose of this paper is 
to study cognitive functions and their association with proliferation, survival and migration of newly-formed 
cells in normal adult rat brain and in the experimental Alzheimer’s disease.

Materials and methods. Rats (Wistar, males, 7 months) were used. Experimental group (Alzheimer’s disease 
model with the intrahippocampal administration of beta-amyloid 1-42 (5 µl) bilaterally in the CA1 area) and a 
control group (sham-operated animals with the intrahippocampal administration of Phosphate buffered salin (5 
µl) bilaterally in the CA1) have been tested. The study was conducted from February to July. Neurobehavioral 
test (Morris water maze) was used to assess working memory and memory consolidation. The study of cell 
migration was performed by introducing bromodeoxyuridine (50 mg/kg). Expression of neurogenesis markers 
in the subgranular zone of the dentate gyrus of the hippocampus was studied has been studied with indirect 
immunohistochemistry for free-floating sections followed by the confocal microscopy.
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ВВЕДЕНИЕ
Одно из приоритетных направлений современ-

ной медицины – ýто изучение новых представле-
ний о причинах и механизмах, а также диагности-
ке и лечении нейродегенеративных заболеваний. 
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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования – изучить два наиболее часто встречающихся немоторных симптома болезни Пар-
кинсона: нарушение обоняния и запоры, а также связанное с ними фекальное разнообразие микроорга-
низмов у пациентов с болезнью Паркинсона.

Материал и методы. У 51 пациента с болезнью Паркинсона исследована ольфакторная функция с 
помощью обонятельного теста  Sniffin Sticks Test и изучено таксономическое разнообразие фекальной 
микробиоты.

Результаты. Обонятельные нарушения в виде гипосмии и аносмии были выявлены у подавляющего 
большинства пациентов с болезнью Паркинсона. Обнаружены различия α-разнообразия кишечных ми-
кроорганизмов в зависимости от ольфакторной характеристики больных с болезнью Паркинсона.

Заключение. Полученные результаты позволяют расширить представления об этиологии и патогенезе 
болезни Паркинсона.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, немоторные симптомы, обоняние, микробиота.
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К ýтим социально значимым и до настоящего 
времени фатальным болезням в первую очередь 
относятся болезнь Паркинсона (БП) и болезнь 
Альцгеймера, которые не только мучительны для 
больных, но и ложатся тяжелым финансовым 
бременем на общество [1]. БП является одним из 
самых распространенных нейродегенеративных 
заболеваний, занимая второе место после болез-
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ни Альцгеймера по количеству своих «жертв». 
Сегодня во всем мире насчитывается 7–10 млн 
пациентов с диагнозом БП [2]. 

Известно, что при БП за счет включения ме-
ханизмов пластичности мозга длительное время 
болезнь развивается бессимптомно [1]. Клиниче-
ский диагноз БП в настоящее время устанавлива-
ется только при наличии определенных моторных 
симптомов, таких как тремор, гипокинезия, ри-
гидность и постуральная неустойчивость. Однако 
двигательные нарушения становятся очевидными 
лишь тогда, когда проходит много лет после на-
чала патологического нейродегенеративного про-
цесса и когда количество дофаминергических кле-
ток черной субстанции сокращается на 90% [3]. 
Поýтому важнейшей задачей является разработка 
ранней (доклинической) диагностики БП задол-
го до появления первых характерных симптомов 
и их превентивного лечения с целью замедления 
гибели нейронов для продления периода бессимп- 
томной жизни потенциального больного БП [1].

В последние десятилетия стало известно, что 
помимо классических двигательных расстройств 
БП характеризуется широким спектром немо-
торных симптомов, которые могут затрагивать 
различные сферы. Психические дисфункции ха-
рактеризуются разнообразными когнитивными, 
поведенческими, аффективными и психотически-
ми нарушениями. Вегетативные включают в себя 
широкий спектр проявлений: запоры, снижение 
массы тела, сухость кожи с дистальным гипер-
гидрозом, слюнотечение, плохая переносимость 
жары и (или) холода, дисфагия, ноктурия, ур-
гентные позывы к мочеиспусканию, недержание 
мочи, ýректильная дисфункция у мужчин и анор-
газмия у женщин, ортостатическая гипотензия, 
пароксизмы тахикардии, диффузная аллопеция, 
сальность кожи, избыточная секреция ушной 
серы, себорея, трофические нарушения кожи и 
слезотечение [4]. Сенсорный дисбаланс проявля-
ется парестезиями, ноющими болями в мышцах. 
Кроме того, больные с БП довольно часто отме-
чают у себя нарушения сна и бодрствования, а 
также расстройство обоняния [1]. 

Последние несколько лет особое внима-
ние уделяется изучению именно премоторных 
симптомов БП, которые гипотетически могут 
рассматриваться как специфические маркеры 
заболевания. Существует мнение, что анализ со-
вокупности немоторных проявлений БП в соче-
тании с методами нейровизуализации может спо-
собствовать не только подтверждению диагноза 
в спорных случаях, но и выявлению патологии на 
самом раннем ýтапе [5].

Среди немоторных проявлений заболевания 
особо следует выделить нарушение обонятель-
ной функции, которое встречается почти у 90% 
пациентов [5, 6]. Однако большинство пациентов 
даже не упоминают об ослаблении обонятель-
ной функции во время визита к врачу, тогда как 
при детальном сборе анамнеза можно выявить 
те или иные ольфакторные изменения. Часто 
при БП снижение обоняния появляется раньше 
двигательных нарушений. До 51% больных с БП 
страдают аносмией, 35% – тяжелой и 14% – уме-
ренной гипосмией [7]. Дефицит обоняния при БП 
имеет двусторонний характер и не связан с тем, 
с какой стороной тела ассоциированы моторные 
нарушения, тяжестью, продолжительностью бо-
лезни и применением антипаркинсонических пре-
паратов [8]. 

По данным некоторых авторов, распростра-
ненность ольфакторной дисфункции намного 
выше на ранней стадии БП, чем основных мо-
торных проявлений [9]. Если бы обонятельный 
дефицит при БП выходил на первый план кли-
нической картины, то заболевание вполне могло 
быть охарактеризовано как нейродегенеративная 
патология с первичными обонятельными наруше-
ниями, сопровождающаяся двигательными рас-
стройствами [10]. Считается, что при БП сниже-
ние обоняния происходит постепенно, начинаясь 
задолго (8–20 лет) до появления первых клини-
ческих моторных признаков заболевания [10, 11]. 

Вторым наиболее распространенным немотор-
ным симптомом БП является констипация (за-
поры). Еще Джеймс Паркинсон в своей работе 
«Эссе о дрожательном параличе» (1817) отметил, 
что ýто заболевание практически всегда суще-
ствует вместе с запорами [12]. Сегодня многие 
ссылаются на недостаточность знаний в тот пе-
риод времени и опровергают ýто мнение, подкре-
пляя иные теории соответствующими исследова-
ниями [13]. Однако медики-практики и ученые, 
которые придерживаются мнения о наличии вза-
имосвязи запоров и БП, неоднократно проводили 
ýксперименты для подтверждения данного факта 
[13]. Так, статистические данные указывают на 
то, что 30% людей, страдающих хроническими 
запорами в течение жизни, в дальнейшем заболе-
вают БП [14, 15]. Профессор кафедры клеточной 
биологии университета Колумбии Михаýль Гер-
шон и вовсе обнаружил изменения, связанные с 
паркинсонизмом в тех участках головного мозга, 
которые отвечают за функциональность и рабо-
тоспособность кишечника [16].

Но, несмотря на ýти факты, доказать, что 
все-таки причиной болезни становятся запоры, 
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пока никому не удалось. Çапоры при БП – далеко 
не редкость, они встречаются чаще, чем в 50% слу-
чаев [13, 14] из-за  ухудшения перистальтики ки-
шечника, а со временем полной его атонии. Проис-
ходит ýто по ряду причин: акинезии и ригидности 
мышц; поражения некоторых отделов головного 
мозга, которые отвечают за полноценную функци-
ональность органов пищеварения; побочного дей-
ствия некоторых препаратов; погрешностей в пи-
тании; возрастных нарушений. Çапоры приводят к 
снижению всасывания леводопы, а соответственно 
к снижению ýффективности проводимой терапии 
леводопосодержащими препаратами. 

По данным института тихоокеанских исследо-
ваний в Гонолулу, лица, которые страдали запора-
ми, заболевали БП в 2,7 раза чаще, чем с нормаль-
ной частотой и характером дефекаций [15]. Хотя 
запор сам по себе не является точным предикто-
ром БП, он может быть полезным индикатором 
развития данного заболевания. По данным науч-
ных исследований, встречаемость ýтого симптома 
у пациентов с идиопатической БП составляет 20–
80% [13, 14, 17]. Çапоры, так же как и обонятель-
ные расстройства, могут возникать за несколько 
лет до появления первых моторных признаков за-
болевания, поýтому их относят к основным фак-
торам высокого риска развития БП [13, 14, 17]. 

Если выявление изменений обонятельной 
функции вызывает определенные трудности, то 
диагностика ýнтеральных нарушений не пред-
ставляет особого труда, т.к. пациенты часто 
довольно активно предъявляют жалобы на дис-
функцию желудочно-кишечного тракта (замед-
ленное опорожнение кишечника, анорексию, 
тошноту, рвоту, запоры). По данным некоторых 
исследователей тяжесть желудочно-кишечных 
нарушений коррелирует только с продолжитель-
ностью заболевания и выраженностью двигатель-
ного дефицита [2, 14, 17].

В последнее время появляется все больше но-
вых гипотез патогенеза БП. Хочется отметить 
работы, посвященные взаимодействию микроор-
ганизмов, населяющих кишечник, которые, воз-
можно, запускают аутоиммунное воспаление, 
и, как следствие, являются триггером перифе-
рической нейродегенерации [17, 18]. Общность 
механизмов, происходящих в обонятельных и 
ýнтеральных структурах при развитии нейроде-
генеративного заболевания, подтверждается те-
орией Braak, согласно которой, дегенеративный 
процесс (накопление агрегатов α-синуклеина) 
распространяется в нервной системе от перифе-
рии к центру [5, 19]. Доказательством ýтого яв-
ляется обнаружение частиц α-синуклеина в оль-

факторном ýпителии, а также в подслизистой и 
мышечной оболочках кишечника [5, 14, 17, 18].

Несмотря на множество проведенных исследо-
ваний, в настоящее время понимание ýтиологии и 
патогенеза БП находится только на самом началь-
ном ýтапе. Различные проявления премоторных 
симптомов при БП и их комбинации на сегодняш-
ний день еще мало изучены и требуют детального 
рассмотрения. В связи с ýтим актуальным являет-
ся изучение двух наиболее часто встречающихся 
симптомов заболевания – ýто нарушение обоня-
ния и запоры, а также фекального разнообразия 
микроорганизмов у пациентов с БП.

Цель исследования – изучить два наиболее ча-
сто встречающихся немоторных симптома БП: на-
рушение обоняния и запоры, а также фекальное 
разнообразие микроорганизмов у пациентов с БП.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 51 человек с 
достоверным диагнозом БП, установленным со-
гласно критериям клинической диагностики Бан-
ка головного мозга Общества БП Великобрита-
нии [20] в возрасте 48–83 лет (средний возраст 
(68,3 ± 7,6) лет), из них 16 мужчин и 35 женщин. 
Длительность заболевания составила 1–17 лет, 
средняя продолжительность заболевания (6,2 ±  
± 3,7) года, средний возраст дебюта (62,1 ± 8,9) 
лет. Все пациенты имели высшее или среднее 
специальное образование и на момент исследова-
ния получали противопаркинсоническую терапию. 
Так, комбинированную терапию (препараты лево-
допы и агонисты дофаминовых рецепторов) полу-
чали большинство пациентов – 35 (68,6%) человек, 
монотерапию (только агонисты дофаминовых ре-
цепторов) принимала небольшая часть обследуе-
мых – 16 (31,4%). Критерии включения и исключе-
ния в исследование представлены в таблице.

Все пациенты прошли стандартное невроло-
гическое обследование. Для оценки когнитивных 
функций использовали МоСА-тест [21]. Обоня-
ние исследовали с помощью адаптированной вер-
сии ольфактометрического теста Sniffin Sticks Test 
(Германия). Количественную оценку обонятель-
ной функции проводили при суммарном подсче-
те так называемого общего балла TDI: тhreshold 
(порог восприятия запаха), discrimination (дис-
криминация запаха), identification (идентифика-
ция запаха). Сумма 31 балл и больше интерпрети-
ровалась как норма, 16–30 баллов указывала на 
гипосмию, 15 баллов и ниже – на функциональ-
ную аносмию в виде потери обоняния или крайне 
ослабленной способности воспринимать запах.
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Получение ДНК микробиоты проводили стан-
дартной методикой, модифицированной с целью 
более полного выделения именно метагеномной 
ДНК, то есть бактериальной ДНК микробиоты 
[22]. Подготовка библиотек и ампликонное секве-
нирование маркерного вариабельного участка 
V3–V4 бактериальных генов 16S рРНК осущест-
вляли на приборе MiSeq (Illumina, США) соглас-
но стандартному протоколу производителя [23].

Фильтрация прочтений по качеству и их так-
сономическая классификация были выполнены с 
помощью программного обеспечения QIIME [24]. 
Для более точного определения таксономической 
принадлежности прочтений применяли следую-
щий подход: командой pick_rep_set.py осущест-
влялся подбор референсного набора операци-
онных таксономических единиц (ОТЕ) бактерий 
на основании сравнения полученных прочтений 
генов 16S рРНК с базой данных GreenGenes вер-
сии 13.5 [25]. Çатем командой assign_taxonomy.
py с использованием алгоритма rdp присваивали 
таксономической информации прочтениям ре-
ференсного набора на основании сравнения их 
со специализированной базой данных кишечной 
микробиоты HITdb, содержащей информацию о 
связи найденных ОТЕ бактерий с ближайшими 
культивируемыми видами [26].

Изучение α-разнообразия кишечной микро-
биоты проводилось при помощи программного 
обеспечения QIIME. Для оценки α-разнообра-
зия (таксономического богатства бактериальных 
сообществ) выполняли прореживание образцов 
на уровне образца с минимальной представлен-

ностью операционных таксономических единиц 
(12 900 ОТЕ/образец) с последующим подсчетом 
индекса таксономического разнообразия chao1 в 
исследуемых группах. Индексы сравнивали, при-
меняя непараметрический Т-критерий. Для поис-
ка зависимости между степенью потери обоняния 
и представленностью различных бактериальных 
таксонов в кишечнике использовалась линейная 
регрессионная модель, реализованная в статисти-
ческом языке R, с оценкой гетероскедастичности 
случайных ошибок тестом Голдфелда – Кванд-
та. Результаты обонятельного теста приведены в 
процентах, данные о таксономической представ-
ленности прорежены до глубины 12 900 ОТЕ/
образец и лог-трансформированы по основанию.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Данная работа состояла из нескольких ýтапов. 

На первом ýтапе был проведен клинический анализ 
51 больного с установленным диагнозом БП, сме-
шанной клинической формой, умеренным темпом 
прогрессирования и II–III стадией по Хен и Яру.

На втором ýтапе у всех обследуемых лиц оце-
нивали обонятельную функцию. Так, у 49 (96,1%) 
пациентов с БП выявлены обонятельные наруше-
ния той или иной степени выраженности и лишь у 
2 (3,9%) – нормосмия. В структуре обонятельных 
нарушений преобладала гипосмия – 34 (66,7%) 
человека, аносмия зафиксирована у 15 (29,4%). 
Несмотря на то что обонятельный дефицит был 
обнаружен у значительного количества пациен-
тов с БП, только 12 (23,53%) больных активно  
предъявляли жалобы на снижение обоняния. 

Т а б л и ц а  1 

Критерии включения и исключения пациентов в исследование
Критерии включения Критерии исключения

Подписанное информированное согласие пациента на участие 
в исследовании

Отказ от подписания информированного согласия и участия в ис-
следовании

Мужчины и женщины, возраст 45–85 лет включительно, с раз-
ными формами течения и степенью тяжести заболевания БП, 
получающие специфическую терапию

У пациента установлен синдром паркинсонизма в рамках другой 
патологии

Отсутствие аллергических реакций в настоящее время или в 
анамнезе.

Прием в настоящее время или в анамнезе препаратов, вызывающих 
лекарственный паркинсонизм и треморогенных препаратов

Отсутствие когнитивных нарушений, определяемых с помощью 
Монреальской шкалы оценки когнитивных функций (Montreal 
Cognitive Assessment, МоСА-тест) – 26 баллов и более

Наличие у пациента острого процесса или обострения хронического 
воспаления слизистой оболочки носа и пазух, наличие в анамнезе 
травм и операций на структурах полости носа и придаточных пазух
Наличие у пациента серьезной соматической патологии в стадии 
обострения и (или) декомпенсации
Наличие у пациента по данным анамнеза токсического воздействия 
на слизистую носа
Курение пациента в период исследования
Признаки когнитивных нарушений при выполнении МоСА-теста 
(меньше 26 баллов)
У пациента имеется значимое психическое заболевание (в том чис-
ле и депрессия), которое, по мнению исследователя, создаст неже-
лательный риск для пациента или повлияет на его приверженность 
протоколу исследования
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Обонятельные нарушения у ýтих лиц появились в 
среднем за (14,5 ± 4,3) лет до первых двигатель-
ных симптомов заболевания. Вероятно, отсут-
ствие субъективного восприятия ольфакторных 
изменений у пациентов с БП связано с длитель-
ным и постепенным процессом снижения обоня-
тельной функции из-за медленно протекающего 
нейродегенеративного процесса. В связи с чем 
больные успевали привыкнуть и адаптироваться к 
нарушению обоняния, часто не замечая его.

Подробное изучение обоняния у пациентов с 
аносмией позволило выявить две подгруппы: I – 
4 (26,7%) человека с «качественной» аносмией 
(TDI-балл = 0) и II – 11 (73,3%) с «количествен-
ной» аносмией (TDI-балл ≤ 15). У больных с «ка-
чественной» аносмией полностью отсутствовало 
восприятие запахов, и по каждому субтесту па-
циенты имели 0 баллов. Лица с «количественной» 
аносмией ощущали запахи плохо. При количе-
ственной оценке ольфакторной функции в данной 
подгруппе отмечались низкие показатели всех 
параметров обоняния (порог восприятия запаха, 
дискриминация и идентификация запаха). Причем 
более активно жалобы на длительное снижение 
обоняния предъявляли пациенты из I подгруппы. 

На следующем ýтапе проведена оценка рабо-
ты желудочно-кишечного тракта у данных паци-
ентов с дальнейшим изучением их микробиоты. 
У всех обследуемых больных выявлены запоры, 
корригируемые приемом слабительных препара-
тов при отсутствии стула более 48 ч. 

Последний ýтап – ýто сравнительная оценка 
микробиотического разнообразия у пациентов с 
БП в зависимости от выраженности обонятельного 
дефицита. Оказалось, что α-разнообразие микро-
организмов, рассчитанное по индексу chao1, до-
стоверно выше (p < 0,05) у пациентов с гипосмией 
и «количественной» аносмией (данные две группы 
статистически значимо не отличались между со-
бой), чем у пациентов с нормосмией и «качествен-
ной» аносмией (также не выявлено статистических 
различий внутри ýтих двух групп) (рис. 1, 2).

Данные результаты можно объяснить, если 
учесть гипотезу о влиянии снижения разнообра-
зия кишечной микробиоты на ýнтеральный вос-
палительный процесс, запускающий агрегацию 
α-синуклеина в кишечнике [14, 17]. Вероятно, в 
самом начале нейродегенеративного процесса 
разнообразие микроорганизмов небольшое. При 
продолжающейся гибели клеток начинает увели-
чиваться количество микробиотических таксонов, 
усиливая тем самым воспаление и, как следствие, 
нейродегенерацию. В связи с ýтим максимальное 
разнообразие микробиоты наблюдается у лиц с 

гипосмией и «количественной» аносмией. В свою 
очередь, когда нейродегенеративный процесс до-
стигает своего пика, микробиота перестает ока-
зывать значимое влияние, и при ýтом снижается 
ее разнообразие.
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Рис. 1. α-Разнообразие кишечной микробиоты в зависимости 
от обонятельной функции: синяя кривая – пациенты с гипо-
смией; оранжевая кривая – пациенты с «количественной» 
аносмией; зеленая кривая – пациенты с нормосмией; красная 
кривая – пациенты с «качественной» аносмией. Ось X – глу-
бина прореживания прочтений 16S рРНК/образец; ось Y –
значение индекса α-разнообразия кишечной микробиоты, 

рассчитанное по индексу chao1

Рис. 2. Таксономическое разнообразие кишечной микробиоты 
у больных с болезнью Паркинсона: 1 – пациенты с нормосми-
ей; 2 – пациенты с гипосмией; 3 – пациенты с «количествен-
ной» аносмией; 4 – пациенты с «качественной» аносмией. Ось 
Х – распределение пациентов на группы по  состоянию обо-
нятельной функции; ось Y – значение индекса α-разнообра-
зия кишечной микробиоты, рассчитанное по индексу chao1
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При межгрупповом сравнении отмечалась тен-
денция к количественному различию микробиоты 
(p < 0,05) между лицами с нормосмией, гипосми-
ей и «качественной» аносмией.

С использованием многофакторной линейной 
регрессии был выявлен определенный кластер бак-
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терий, при ýтом в зависимости от состояния обоня-
ния менялась количественная представленность 
следующих бактерий (R2= 0,966; p < 0,001; дан-
ные гомоскедастичны по тесту Goldfeld – Quandt, 
p = 0,06): Lactobacillus salivarius; Oscillospira 
(Flavonifractor) plautii; Christensenella minuta; 
Barnesiella intestinihominis; Gemmiger formicilis; 
Clostridium clariflavum; Eubacterium saphenum; 
Bacteroides caccae; Victivallis vadensis; Bactero- 
ides eggerthii; Turicibacter sanguinis; Catabacter 
hongkongensis; Streptococcus gordonii; Christen- 
senella minuta; Lachnoclostridium hathewayi; Porphy- 
romonas asaccharolytica; Bifidobacterium bifidum.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, установлено, что существу-

ет определенная взаимосвязь между микробиотой 
кишечника и состоянием обонятельной функции у 
пациентов с БП. Несмотря на полученные положи-
тельные результаты, необходимо дальнейшее изу-
чение ýтой темы для лучшего пониманию ýтиологии 
и патогенеза нейродегенеративных заболеваний.
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План и проведение научно-исследователь-

ской работы полностью соответствовали прин-
ципам Надлежащей клинической практики (Good 
Clinical Practice – GCP) и Хельсинской деклара-
ции (включая поправки). Протокол исследования 
был одобрен независимым ýтическим комите-
том СибГМУ (заключение № 3669 от 22 декабря 
2014 г.). Письменное информированное согласие 
получали от всех пациентов или от их близких 
родственников и лиц, официально признанных 
ответственными за пациентов на момент проведе-
ния исследования. Пациенты и их родственники 
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ABSTRACT

The purpose of this paper is to study the most common non-motor symptoms of the Parkinson’s disease 
(PD): olfactory dysfunction, constipation and associated with them variety of fecal microorganisms in patients 
with Parkinson’s disease.

Materials and methods. We studied olfactory function in 51 patients with PD using Sniffin Sticks Test and 
taxonomic composition of fecal microbiota.

Results. Olfactory dysfunctions (hyposmia, anosmia) were found in most patients that participated in study 
as well as differences in alpha-variety of gut microbiota among groups with different olfactory characteristics.

Conclusion. Our findings suggest that the composition of gut microbiota must be associated with etiology 
and pathogenesis of PD.

Key words: Parkinson’s disease, non-motor symptoms, olfaction, microbiota.
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Совместное использование разработанных коллагенсодержащих  
комплексов и культуры клеток для создания новых тканевых эквивалентов
Кулакова К.В., Алейник Д.Я., Чарыкова И.Н.
Приволжский федеральный медицинский исследовательский центр (ПФМИЦ)
Россия, 603155, г. Нижний Новгород, Верхне-Волжская Набережная, 18 

РЕЗЮМЕ 

Цель исследования – оценка возможности применения созданного комплексного модуля в качестве 
основы клеточно-тканевого эквивалента для лечения ран кожи и мягких тканей. В рамках поставленной 
цели решались задачи по изучению пространственной структуры и архитектоники поверхности разра-
ботанных базовых коллагенсодержащих материалов и их биосовместимости с клеточными культурами. 

Материал и методы. Проведено исследование материала, который представляет собой двухслойный 
пленочный комплекс, состоящий из коллагенового и полисахаридного компонентов. Коллаген выделял-
ся из дермы и был импрегнирован мелкодисперсным деминерализованным костным матриксом (ДКМ) 
по оригинальной методике. Для исследования дегидратированный материал был выполнен в виде плен-
ки. Электронно-микроскопическое исследование поверхности проведено на сканирующем электронном 
микроскопе JEOL JSM-IT300LV (Япония) в режиме высокого вакуума и при низких значениях тока 
зонда (< 0,1 нА). Исследования по оценке жизнеспособности клеток в условиях культивирования 
на пленках из коллагенсодержащего материала (тестирование на цитотоксичность и адгезивную спо-
собность) проводили in vitro с использованием штаммов диплоидных фибробластов человека 4–6-го 
пассажа. Состояние культуры оценивали визуально с помощью инвертированного микроскопа Leica 
DM (Carl Zeiss, Австрия), оснащенного компьютерной программой контроля роста культуры (Leica  
IM 1000). 

Результаты. Данные, полученные при изучении структуры поверхности разработанного комплексно-
го модуля, показали, что он представляется перспективным в качестве базового компонента клеточ-
но-тканевой системы: наличие большого количества структурных образований для фиксации клеток и 
хорошо организованного барьерного слоя, способного к паро- и водопроницаемости. Таким образом, 
экспериментально подтверждено соответствие физических характеристик разработанного базового ком-
плекса требованиям, предъявляемым к материалам для культивирования клеток. Показано отсутствие 
цитотоксичности на модели культуры дермальных фибробластов человека, что позволяет сделать вывод 
о возможности его использования  в качестве основы клеточно-тканевого эквивалента. Полученные 
предварительные результаты указывают на целесообразность дальнейшего проведения экспериментов in 
vivo, направленных на  совершенствование комплексных коллагенсодержащих материалов, разработку 
различных способов их применения и клиническую оценку эффективности при лечении ран различного 
генеза. 

Ключевые слова: коллаген, регенерация, тканевая инженерия, клеточная культура, фибро- 
бласты.
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ВВЕДЕНИЕ
Восстановление структуры и функций по-

врежденных тканей на основе использования 
клеточных технологий и тканевой инженерии 
представляет собой перспективное направление 
регенеративной медицины. Для создания комби-
нированных заменителей соединительной ткани 
широко используется коллаген, выделяемый из 
различных источников. Он может применяться в 
различных формах и многообразных сочетаниях 
с лекарственными препаратами и культурами кле-
ток в соответствии с конкретными клиническими 
задачами [1]. Разработка материалов, обеспечи-
вающих структурообразующую и транспортную 
функции в системе «клетка – субстрат», изучение 
взаимодействия клеток и носителей для их куль-
тивирования представляют первоочередную зада-
чу [2–5]. В рамках ее решения важным ýтапом 
является формирование трехмерных биодегра-
дируемых матриц, способствующих регенерации 
окружающей ткани. В отделении консервации 
тканей  ПФМИЦ (г. Нижний Новгород) разрабо-
тан оригинальный метод выделения коллагена из 
ксеногенной дермы [6, 7] и на его основе создана 
гетерогенная матрица, в основу которой поло-
жен модульный принцип. Результаты исследо-
вания физико-механических свойств пленочных 
модификаций на разрывной машине марки Zwick 
5 (Zwick Gmbh. and Co., Германия) указывают на 
пригодность материала для создания на его ос-
нове клеточно-тканевого комплекса [8]. 

Цель представленного исследования – оценка 
возможности создания на основе разработанного 
базового модуля клеточно-тканевого ýквивалента 
для лечения ран кожи и мягких тканей. В рамках 
поставленной цели решались задачи по изучению 
пространственной структуры и архитектоники 
поверхности новых коллагенсодержащих матери-
алов, а также их биосовместимости с клеточными 
культурами.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Çапатентованный материал представляет собой 

двухслойный пленочный комплекс, состоящий из 
коллагенового и полисахаридного компонентов 
[9]. Существует возможность модифицирова-
ния продукта в зависимости от технологических 
условий его изготовления и дополнения компо-
нентами, актуальными в условиях проводимого 
ýксперимента, либо конкретной клинической си-
туации. Коллагеновый слой покрытия может быть 
импрегнирован мелкодисперсным деминерализо-
ванным костным матриксом (ДКМ), содержащим 

комплекс тканевых факторов роста [10–12]. Де-
гидратированный материал в виде пленки либо 
гель-пленки представляет собой раневое покры-
тие, выполненное с учетом современных требова-
ний, способное оптимизировать раневой процесс 
и значительно сокращать сроки ýпителизации ран 
кожи [13]. Кроме того, в таком виде материал 
представляет собой основу для получения кле-
точно-тканевого комплекса. Выбор компонентов 
обусловлен их способностью активно влиять на 
регенеративный процесс и оптимизировать ус-
ловия для его протекания. Аморфный коллаген  
III типа выполняет функцию депо аминокислот 
для построения собственных коллагеновых во-
локон фибробластами. ДКМ представляет собой 
структурированный коллаген I типа с сохранен-
ной архитектоникой и в силу ýтого может служить 
ýффективным носителем различных биологиче-
ски активных веществ, обеспечивать необходи-
мые особенности микрорельефа поверхности для 
прикрепления клеток и интенсифицировать их 
миграцию в область поражения из подлежащих 
тканей. Полисахаридный слой изолирует раневую 
поверхность от внешней среды и обеспечивает по-
крытию необходимые физические свойства: проч-
ность, ýластичность, адгезивные и адсорбционные 
свойства, проницаемость для жидкости и газов 
[14]. Электронно-микроскопическое исследование 
поверхности разработанного пленочного матери-
ала было выполнено на сканирующем ýлектрон-
ном микроскопе JEOL JSM-IT300LV (Япония) 
в режиме высокого вакуума и при низких зна-
чениях тока зонда (< 0,1 нА), чтобы уменьшить 
воздействие ýлектронного пучка на исследуемые 
образцы; диаметр ýлектронного зонда до 3 нм. 
Оценка цитотоксичности созданного материала 
проведена в соответствии со следующим протоко-
лом. В качестве тестовой культуры использованы 
три штамма диплоидных фибробластов человека 
4–6-го пассажа (культура стерильна, микоплаз-
мами и вирусами не контаминирована). Исходная 
концентрация: 2 x 105 кл/см³. Контрольные точ-
ки исследования после пересева: 24 ч, 48, 72 ч.  
Условия культивирования: 37 оС, абсолютная 
влажность, 5% СО

2
, культуральные чашки Петри 

диаметром 35 мм (Corning, USA). Ростовая среда: 
DMEM (Sigma, США), 7–10%-я телячья ýмбрио-
нальная сыворотка, 2%-й L-глутамин, антибиоти-
ки (100 ED/мл пенициллина, 0,1 мкг стрептоми-
цина). Состояние культуры оценивали визуально 
с помощью инвертированного микроскопа Leica 
DM IL (Carl Zeiss, Австрия), оснащенного ком-
пьютерной программой контроля роста культуры 
(Leica IM 1000). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Исследования поверхности пленочного мате-

риала показали следующие особенности харак-
тера структуры объекта: наличие двух разнове-
ликих слоев, ДКМ занимает преимущественно 
пограничное положение, его частицы образуют 
хорошо различимые агломераты, размеры кото-
рых варьируют в широких пределах. На ýлек-
тронно-микроскопическом изображении среза 
исследуемого материала (рис. 1) видны вышеупо-
мянутые слои пленки. Полисахаридный слой ос-
новы для тканевой конструкции по сравнению с 
коллагеновым слоем представляется более мощ-
ным, толщина его составляет 30 мкм, в то время 
как толщина коллагенового — 14 мкм. Посколь-
ку полисахаридный слой обеспечивает функции 
адсорбции, водо-, газопроницаемости и отгра-
ничения раневой поверхности от внешней среды, 
такое взаимоотношение толщины слоев представ-
ляется обоснованным. 

Рис. 1. Поперечный срез двухслойного коллагеново-поли-
сахаридного материала с деминерализованным костным ма-

триксом: а – ув. 300; б – ув. 600

Детальный анализ структуры коллагенового 
слоя подтвердил предположение, что она содер- 
жит большое количество полостей и локусов 
для фиксации клеток. Элементы ДКМ образуют 
объемные неоднородные включения в массе 
волокнистого фибриллярного коллагенового 
слоя (рис. 2).

Рис. 2. Поверхность коллагенового слоя с деминерализо-
ванным костным матриксом. Виден хорошо организованный 
слой коллагена, в котором просматриваются включения де-
минерализованного костного матрикса: а – ув. 100; б – ув. 600

Анализ структуры поверхности коллагено-
вого слоя материала после контакта с ростовой 
средой показал наличие процессов набухания, 
миграции частиц ДКМ из объема материала на 
поверхность коллагенового слоя, увеличивающей 
таким образом ее суммарную площадь.

Из-за большого разнообразия условий про-
текания раневых процессов, в ходе которых  
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возможны как активная ýкссудация из полости 
раны, так и отсутствие раневого отделяемого с 
риском образования струпа, наблюдаемая воз-
можность миграции активных ýлементов в объеме 
созданного материала может быть ýффективной.

установлено, что он не является токсичным для 
культуры дермальных фибробластов человека: не 
наблюдалась  выраженная гибель клеток на при-
готовленных из него подложках; отмечались рост 
культуры в течение всего времени ýксперимента 
и отсутствие клеточного дебриса в среде. Наблю-
далось распластывание клеток по поверхности 
пленок с формированием характерного рисунка 
монослоя, что указывало на наличие адгезии кле-
ток, их активный рост и пролиферацию на по-
верхности исследуемого материала. Через 24 ч  
после пересева отмечали распластывание еди-
ничных клеток как на поверхности коллагенсо-
держащей пленки-подложки (рис. 4, а), так и на 
культуральном пластике под пленкой (рис. 4, б). 

Рис. 3. Поверхность коллагенового слоя с деминерализо-
ванным костным матриксом после 24 ч контакта со средой 

культивирования клеток: а – ув. 750; б – ув. 1500

Таким образом, данные, полученные при изу- 
чении структуры поверхности разработанного 
материала, показали, что он представляется пер-
спективным в качестве базового модуля для кле-
точно-тканевой системы и последующего созда-
ния на его основе тканевого ýквивалента (рис. 3). 
При проведении исследования in vitro по оцен-
ке жизнеспособности фибробластов в условиях 
культивирования на пленках из разработанного 
коллагенсодержащего материала (тестирование 
на цитотоксичность и адгезивную способность) 

Рис. 4.  Фибробласты: а – на исследуемом коллагенсодержа-
щем носителе, ув. 200, окраска азур-ýозином, 24 ч культиви-
рования. Видны включения деминерализованного костного 
матрикса и единичные фибробласты; б – на поверхности 
культурального пластика после удаления исследуемого кол-
лагенсодержащего носителя, 24 ч культивирования, ув. 100, 

фазовый контраст

а   

б
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Через 48 ч после пересева на поверхности 
пленки наблюдался рост клеток разной конфлю-
ентности: от частой сеточки до монослоя. Фи-

бробласты имели треугольную и веретеновидную 
форму, с выраженными отростками, четкими 
ядрами  (рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, подтверждено ýксперимен-

тально, что физические характеристики разрабо-
танного материала соответствуют требованиям, 
предъявляемым к материалу для культивирова-
ния клеток. Кроме того показано, что материал 
не является токсичным для культуры дермальных 
фибробластов человека, что позволяет сделать 
вывод о его пригодности для создания на его ос-
нове клеточно-тканевого комплекса и проведения 
ýкспериментальных исследований in vivo. Исхо-
дя из полученных результатов, представляется 
целесообразным дальнейшее совершенствование 
коллагенсодержащего комплекса и различных 
способов его применения для лечения ран кожи 
и мягких тканей, а также продолжение исследо-
ваний, направленных на оценку его ýффективно-
сти в ýксперименте и клинике.
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Joint use of developed collagen-containing complexes and cell cultures  
in creating new tissue equivalents
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ABSTRACT

The purpose of the study is to assess the possibility of applying the integrated module as the basis of a cell-
tissue equivalent for treatment of wounds of skin and soft tissues. In the frame of the set task the following 
problems were being solved: research of the spatial structure and architectonics of the surface of the developed 
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base collagen-containing materials and their biocompatibility with cell cultures. 

Materials and methods. The study of a material which is a two-layer complex film, consisting of collagen 
and polysaccharide components was carried out. The collagen was separated from the dermis and was then 
impregnated with particulate demineralized bone matrix (DCM) according to the original methodology. For 
the purposes of the study the dehydrated material was created in the form of a film. Electron microscopic 
examination of surfaces was performed on scanning electron microscope JEOL JSM-IT300LV in high vacuum 
and at low values of probe current (< 0,1 nА). Studies to assess the viability of the cells cultivated on films 
of collagen material (tested for cytotoxicity and the adhesive capacity) were performed in vitro using strains 
of diploid human fibroblasts 4–6 passage. The culture condition was visually assessed using an inverted Leica 
microscope DM IL (Carl Zeiss, Austria), equipped with a computerizes program of control of culture growth 
(Leica IM 1000). 

Results. The data obtained in the study of the surface structure of the developed complex module showed that 
it seems to be promising as a basic component of the cellular-tissue system with its large number of structural 
formations for fixation of the cells and a well-organized barrier layer capable of vapor - permeability. 
Experiments in vitro confirmed the absence of toxicity of the material being studied in relation to the culture 
of dermal human fibroblasts, suggesting the possibility of creation on its basis of cell-tissue complex and 
further experimental studies in vivo.    

Conclusion. Thus it was experimentally confirmed that the physical characteristics of the developed integrated 
module satisfy the requirements for the materials for cultivation of cells. The absence of cytotoxicity on the 
model of a culture of dermal human fibroblasts allows to make a conclusion about a possibility of its use as the 
basis of cell-tissue equivalent. Preliminary results indicate the advisability of further experiments in vivo aimed 
at improving complex collagen-containing materials, the development of different ways of their application and 
clinical evaluation of the effectiveness in the treatment of wounds of various genesis.

Key words: collagen, regeneration, tissue engineering, cell culture, fibroblasts.
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РЕЗЮМЕ

Цель – выявить генетические факторы, связанные с личностными признаками, по панели 12 полиморф-
ных маркеров, ассоциированных с деменцией при болезни Альцгеймера, шизофренией и алкоголизмом.

Материал и методы. Проанализирована взаимосвязь количественных признаков личности, темпера-
мента и характера, определяемых по психодиагностическим методикам Кеттела (16-факторный личност-
ный опросник, 16PF), акцентуации характера и темперамента К. Леонгарда – Г. Шмишека (тШ), тестам 
тревожности Спилбергера – Ханина и интеллекта Айзенка (IQ), с полиморфными вариантами 12 генов, 
вовлеченных в развитие тяжелых психических расстройств – алкоголизм, шизофрению и болезнь Альц- 
геймера. Образцы ДНК от 150 студентов были прогенотипированы методом ПЦР-ПДРФ. Полученные 
данные обработаны непараметрическими методами статистики. 

Результаты. Установлены неслучайные межаллельные ассоциации парных сочетаний полиморфных 
вариантов GABRA2–PICALM, PICALM–ADCY3, CLU–CBX7 и CLU–ADCY3, вероятно, свидетель-
ствующие об адаптивном отборе, влияющим на поддержание поведенческого гомеостаза в популяции. 
Обнаружен ряд статистически значимых ассоциаций генетической изменчивости: CLU с самодисципли-
ной (Q3, 16PF) и экзальтированностью (тШ), PICALM с напряженностью (Q4, 16PF) и неуравновешен-
ностью (тШ), DISC1 с подозрительностью (L, 16PF), экзальтированностью и циклотимией (тШ), ZN-
F804Aс неуравновешенностью (тШ), SLC6A4 с интеллектуальностью (В, 16PF), ADCY3 с экстраверсией 
и самостоятельностью (F2 и Q2, 16PF), MIR9-2 с эмоциональной устойчивостью, беспечностью, сме-
лостью в социальных контактах, экстраверсией (C, F, H, F2 по тесту 16PF),  гипертимией и дистимией 
(тШ), с личной тревожностью по тесту Спилбергера – Ханина,CBX7 с общительностью и подозритель-
ностью (A, L, 16PF), SLC6A4 с интеллектуальностью (B, 16PF), SLC6А3 с IQ по тесту Айзенка. Для по-
лиморфизма rs13219354, GAB2 и GABRA2 не выявлено взаимосвязи с признаками, характеризующими 
интеллект, темперамент и характер. 
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема наследуемых вариаций поведения как 
компоненты психической конституции индивида 
современна в генетике поведения и в психиатрии. 
В ýтой связи актуальным является изучение биоло-
гических и ýволюционных аспектов формирования 
человеческой психики. Ранние исследования были 
сфокусированы на установлении относительного 
вклада совокупности генов в развитие личностных 
и психических особенностей. Несмотря на то что 
ýти работы выявили веские доказательства значи-
тельного влияния генов и среды на формирование 
здоровой личности, а также психических и пове-
денческих расстройств, исследование наследуемо-
сти поведения является чрезвычайно сложным и 
ограничивается дискуссионностью в объяснении 
причинно-следственных механизмов. Современное 
изучение ýтого явления ориентировано на соотно-
сительный вклад ковариации диагнозов психиче-
ских и поведенческих расстройств, что позволяет 
анализировать их ýтиологические взаимосвязи с 
учетом преморбидной личностной структуры. Эти 
разработки, вероятно, приведут к существенным 
изменениям представлений о природе взаимосвязи 
между генами и средой [1].

Заключение. Полученные результаты, вероятно, свидетельствуют об общей генетической компоненте 
психических и неврологических расстройств с вариабельностью когнитивных и личностных признаков.

Ключевые слова: генетический полиморфизм, подверженность, алкоголизм, шизофрения, болезнь 
Альцгеймера, количественные признаки, характер, темперамент, личность.

Наследуемость личностных особенностей 
варьирует и составляет 40–60% [2]. Очевидно, 
что психические признаки каким-либо обра-
зом взаимосвязаны с предрасположенностью к 
формированию таких психических расстройств, 
как деменция при болезни Альцгеймера (БА), 
алкоголизм и шизофрения. В настоящей ра-
боте сделана попытка оценить ассоциацию 12 
полиморфных вариантов генов, участвующих 
в паттерне подверженности к трем вышеупо-
мянутым заболеваниям с личностными особен- 
ностями.

Большинство выбранных локусов, по опу-
бликованным источникам, демонстрирует ассо-
циации с хроническими нейродегенеративными 
заболеваниями. Литературные данные об иссле-
дованных полиморфных вариантах представлены 
в табл. 1.  Для гена CBX7 ранее не было пока-
зано связи с тяжелыми психическими расстрой-
ствами. Тем не менее, так как продукт ýтого гена 
участвует в поддержании транскрипционно-ре-
прессивного состояния генов (см. табл. 1), он был 
включен  в работу. Гипотетически полиморф- 
ные варианты гена CBX7 могут ассоциировать 
с подверженностью к тяжелым поведенческим 
расстройствам.

Т а б л и ц а  1

Описание полиморфных вариантов, включенных в исследование

№ Ген Белок Функция
Некоторые данные  

об ассоциациях

1 GABRA2 (4p12) А-рецептор 
альфа- 

2-гамма-амино-
масляной кислоты 

(ГАМК) 

ГАМК является основным тормозным нейромедиатором в 
мозге млекопитающих, действует на ГАМК-альфа рецеп-
торы, которые являются каналами ионов хлора, управля-
емыми лигандами. Опосредует ингибирование в нейронах 
путем связывания с ГАМК/бензодиазепиновым рецептором 
и интегральным открытием каналов ионов хлора

Алкогольная зависимость, 
злоупотребление лекарст- 
вами, курение, употребле-

ние марихуаны [3, 4]

2 PICALM 
(11q14)

Фосфатидил- 
инозитол связы-
вающий клатрин 
сборочный белок

Использует клатрин и белковый комплекс адаптер 2-го 
типа (АР2) на клеточных мембранах для сборки кла-
трин-везикул. Участвует в АР2-зависимом опосредованном 
клатрином (внутриклеточный белок, основной компонент 
оболочки окаймленных пузырьков)   ýндоцитозе, при нерв-
но-мышечном соединении

БА [5]

3 CLU/APOJ 
(8p21.1)

Ингибитор  
комплемента  

цитолиза (аполи-
попротеин J)

Является предшественником кластерина, функции белка до 
сих пор не ясны. Известно, что транскрипционные вариан-
ты кодируют различные изоформы белка, вовлеченные в 
апоптоз, прогрессию клеточных опухолей, нейродегенера-
тивные заболевания

БА [6]

4 ZNF804A 
(2q32.1)

Белок цинковых 
пальцев 804А

Функции белка не ясны. Наличие классического Cys2His2 
цинк-пальцевого домена позволяет предположить, что 
белок, кодируемый геном ZNF804A, является фактором 
транскрипции – регулирует ýкспрессию генов

Шизофрения [7]
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Исследование личностных характеристик про-
водилось с использованием четырех психодиа-
гностических опросников, оценивающих инди-
видуально-психологические качества, характер, 
тревожность и интеллект. 

Целью исследования являлось выявление ге-
нетических факторов, связанных с личностными 
признаками, по панели 12 полиморфных марке-
ров, ассоциированных с деменцией при болезни 
Альцгеймера, шизофренией и алкоголизмом. 

№ Ген Белок Функция Некоторые данные  
об ассоциациях

5 CBX7 (22q13.1) Хромобоксгомо-
лог 7-го белка

Участвует в поддержании транскрипционно-репрессивного 
состояния генов. Модифицирует хроматин, наследуемо из-
меняя его, по способности к ýкспрессии. Регулятор клеточ-
ного цикла

Участвует в канцерогенезе 
[8]

6 DISC1 (1q42.2) 1-й белок наруша-
ется при шизоф-

рении

Белок вовлечен во многие процессы нейрогенеза у ýмбри-
онов и взрослых. Участвует в росте нейритов (аксонов) и  
развитии коры головного мозга при участии других генов 

Шизофрения, биполярное 
расстройство, глубокая 

депрессия [9–11]

7 GAB2 (11q14.1) 2-й белок, ассоци-
ированный со 

2-м связывающим 
белком рецептора 

фактора роста

Член GRB2-ассоцированных связывающих белков (GAB) – 
адаптерный белок, основной активатор фосфатидил-инози-
тол-3-киназы.  Воздействует на определенные рецепторы, 
включающие цитокины, антигены, гормоны, клеточный ма-
трикс и рецепторы факторов роста, регулируя многочислен-
ные сигнальные пути, регулирует дифференцировку остео-
кластов посредством передачи сигналов TNFRSF11A/RANK, 
а также вовлечен в дифференцировку клеток и гематопоýз

БА  [12]

8 rs13219354 ~30 
тыс. п.н. выше  
гена PRSS16 

(6p22.1)

Тимус-специфич-
ная сериновая 

протеаза

Полиморфизм rs13219354 локализован в межгенной обла-
сти рядом с геномPRSS16. Ген находится в большом кла-
стере генов гистонов, рядом с регионом главного комплек-
са гистосовместимости (МНС) 1-го класса

Шизофрения, аутоиммун-
ные заболевания, инсу-

лин-зависимый сахарный 
диабет [13–15]

9 ADCY3 (2p23.3) Аденилатциклаза 
3-го типа

Аденилатциклазы (АС) представляют собой группу фер-
ментов (10 форм), которые превращают аденозин-5’-три-
фосфат (АТФ) в 3’,5’-аденозинмонофосфат (цАМФ) и 
пирофосфат. Регулируются посттрансляционной модифи-
кацией, фосфорилированием, G-белками, форсколином, 
пирофосфатом, кальцием и кальмодулином. Благодаря 
функции в биосинтезе цАМФ, принимает участие в пере-
даче каскада сигналов, вызванных рецепторами обоняния. 
Требуется для восприятия пахучих веществ, обеспечения 
нормальной подвижности сперматозоидов и мужской фер-
тильности. Играет определенную роль в регуляции уровня 
инсулина и накоплении жира в организме в ответ на диету 
с высоким содержанием жира

Алкогольная зависимость, 
склонность к ожирению и 
диабету 2-го типа, глубо-

кая депрессия [16–18]

10 MIR9-2 (5q14.3) МикроРНК 9-2 Кодирует микроРНК (miRNA 20–24 nt), участвуют в пост- 
транскрипционной регуляции генной ýкспрессии у много-
клеточных организмов на уровне стабилизации и трансляции 
матричных РНК

Лимфобластная лейкемия, 
шизофрения [19, 20]

11 SLC6A4 или 
5-HTT(17q11.2)

4-й член 6-го 
семейства раство-
римых переносчи-
ков (переносчик 

серотонина)

Кодирует встроенный в мембрану белок, транспортирую-
щий нейромедиатор серотонин (5-НТ) из синаптической 
щели в пресинаптический нейрон, тем самым прекращает 
его действие и позволяет использовать 5-НТ повторно с 
помощью натрий-зависимого механизма. Этот белок явля-
ется мишенью психомоторных стимуляторов, таких как ам-
фетамины и кокаин, а также член семейства нейромедиато-
ров симпортеров натрия. Полиморфизм длины тандемных 
повторов (VNTR) в промоторной области ýтого гена (5-HT-
TLPR) влияет на скорость обратного захвата серотонина

Алкоголизм, глубокая де-
прессия, аутизм, неврозы, 
агрессивное поведение у 

детей [21–25]

12 SLC6A3 или 
DAT1 (5p15.33)

3-й член 6-го 
семейства раство-
римых переносчи-
ков (переносчик 

дофамина)

Ген кодирует переносчик дофамина, который является 
членом семейства Na+-Cl--зависимых переносчиков ней-
ротрансмиттеров. 3’-нетранслируемый регион содержит 
тандемные повторы длиной 40 п.н., которые относятся к се-
мейству VNTR (полиморфизм длины тандемных повторов). 
Они могут быть представлены в количестве  3–11 копий

Алкоголизм, идиопатиче-
ская ýпилепсия, синдром 

дефицита внимания и гипе-
рактивности, зависимость 
от алкоголя и кокаина, 

подверженность к болезни 
Паркинсона, протек-

тивность к никотиновой 
зависимости [26–31]

П р и м е ч а н и е. Во втором столбце в скобках приведена хромосомная локализация гена. Данные о названиях и функции генов 
взяты из открытой ýлектронной базы URL=http://www.genecards.org.

О к о н ч а н и е  т а б л.  1
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Объект исследования. Образцы биологиче-
ского материала (крови) были получены от сту-
дентов 4-го курса Сибирского государственного 
медицинского университета (СибГМУ, г. Томск). 
Всего в исследовании принял участие 161 чело-
век (122 женщины и 39 мужчин) в возрасте 20– 
29 лет. Более 85% выборки составили русские, 
представители остальных национальностей (бу-
ряты, башкиры, татары, якуты, украинцы, бе-
лорусы, хакасы, алтайцы) присутствовали в 
единичных случаях. Все участники подписали 
информированное согласие. ДНК выделена из 
периферической венозной крови стандартным 
фенол-хлороформным методом [32]. Участники 
обследованы при помощи психодиагностических 
инструментов: «Шестнадцатифакторного лич-
ностного опросника» (16PF) [33, 34], «Харак-
терологического опросника Х. Шмишека» [35], 
опросника Ч.Д. Спилбергера, адаптированного 
Л. Ханиным [36] и «Теста интеллекта Г. Айзенка 
(Теста IQ)». 

Опросник (16PF) является одним из самых 
распространенных опросников для оценки инди-
видуально-психологических качеств как у нас в 
стране, так и за рубежом. «Характерологический 
опросник К. Леонгарда – Х. Шмишека» исполь-
зуют для выявления типа акцентуации, то есть 
определенного направления характера. «Тест ин-
теллекта Г. Айзенка (Тест IQ)» определяет ко-
ýффициент интеллекта (IQ).  Тест самооценки 
человеком уровня своей тревожности в данный 
момент (ситуативная (реактивная) тревожность) 
и личностной тревожности (как устойчивой ха-
рактеристики человека) разработан Ч.Д. Спил-
бергером (США) и адаптирован Ю.Л. Ханиным. 

Обработка первичных значений тестов была 
проведена специалистами-психологами на фа-
культете клинической психологии, психотерапии 
и социальной работы СибГМУ.

Генотипирование. Структура праймеров, 
номенклатура аллелей, методы детекции по-
лиморфных маркеров представлены в табл. 2. 
Генотипирование SNP проводили методами ПЦР- 
ПДРФ. 

Т а б л и ц а   2

Структура праймеров, методы генотипирования, номенклатура аллелей локусов, включенных в исследование

Ген
Полиморфный 

вариант
Последовательность праймеров (5’→3’)

Метод детекции 
и  температура 

отжига, оС

Номенклатура аллелей  
(размер фрагментов, п.н.)

DISC1 rs3737597
AGAGGGCCACGATCACCT

TGTGCACCTGTAGGAACGTG
ПЦР/ПДРФ
(XcmI), 57

Предковый *C/+XcmI(443 + 210),
*T/-XcmI(653)

GAB2 rs10793294
GATGTGTGAATTTGGGACTAGACT

TCTTAACCCGGTCACTGCTT
ПЦР/ПДРФ
(BstF5 I), 57

*A/+BstF5 I (304 + 79),
предковый *C/-BstF5 I (383)

GABRA2 rs279845
TGCCATGTTTGTCACAGGTT

CCAAGTTTGTAGTAGGCATGAA
ПЦР/ПДРФ
(Hinf I), 57

*T/-Hinf I (574),
предковый *A/+Hinf I (402 + 72)

PICALM rs3851179
CTCCTTCAACAGCTGCTCCT
TGCTACCCATGTCATCCTCA

ПЦР/ПДРФ
(Ssp I), 57

предковый *G/-Ssp I ( 480),
*A/+Ssp I (392 + 88)

CLU rs11136000
CTTTGTAATGATGTACCATCTACCC

AGGCTGCAGACTCCCTGAAT
ПЦР/ПДРФ
(Acs I), 57

*C/-Acs I (645),
предковый *T/+Acs I (539 + 106)

SLC6A4 HTTLPR
CССTCCTGGAAAGGACACTT
GTAGGGTGCAAGGAGAATGC

ПЦР/VNTR,
60

предковый*L (571), *S (528)

ZNF804A rs1344706
CATTCAGTTCCTGTAAACCTTTGA

TGCAGGCACATGAGTAGTGA
ПЦР/ПДРФ
(BstKTI), 57

*G/-BstKT I  (263),
предковый*T/+BstKT I  (141 + 62)

СBX7 rs710190
GGAGTTCAGCTCTCCCTGAG
ATGTTTTGGCCCATGACTTT

ПЦР/ПДРФ
(PspN4 I), 58

Предковый*C/+PspN4 I  (186 + 79),
*T/-PspN4 I (265)

MIR9-2 rs2304608

f1: TCTTGAGAGGGGTTGTTGCAG
r4: TTGCCTGCTAGCTCTAAGTCCTCA
f2: TGTAGACTTGGGCAGTTCCTTTGG

r3: TTTGAGAGGGAGGTGCCTCA

ПЦР, 65 (5 ц.), 63 
(30 ц.)

«Внешний» фрагмент (347)
*G (180),

предковый *T (210)

Межгенная 
область около

PRSS16
rs13219354

AAGGGACATCGTCTGGAGA
ATCCCTTTCAAGTCCGGTT

ПЦР/ПДРФ
(Fat I), 57

*C/ -Fat I (227),
предковый *T/+Fat I (114+113)

ADCY3 rs17799872
AGGTTGTCCTTGTTTGGATCCCTCAA
TAGGTGTAGGAGCCCTGGTCCCAA

ПЦР/ПДРФ
(AluI), 57

*A/-Alu I (174),
предковый *G/+Alu I (25 + 149)
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Праймеры и ýндонуклеазы рестрикции постав-
лены ООО «СибЭнзим-Нск» (г. Новосибирск). 
Структура праймеров и условия ПЦР подобраны 
в лаборатории ýволюционной геномики Институ-
та общей генетики им. Н.И. Вавилова РАН (руко-
водитель д-р биол. наук, профессор Е.И. Рогаев). 

Статистические методы. Соответствие распре-
деления генотипов равновесию Харди – Вайнбер-
га (РХВ), наблюдаемую и ожидаемую гетерози-
готность проводили общепринятыми методами 
популяционной биометрии [37]. Для анализа 
связи изученных полиморфных вариантов с ко-
личественными признаками использован непа-
раметрический критерий Манна – Уитни (U) и 
ранговый тест Краскела – Уоллиса (Н). Принят 
5%-й уровень статистической значимости р.  Все 
расчеты выполнены в программе Statistica 5.0. 
Çначения признаков приведены в виде медианы 
Ме и квартилей распределения Q

1
–Q

4
.

Структура исследования. Анализ полученных 
данных проводили по следующей схеме: 

– описание генетической изменчивости иссле-
дуемой группы (проверка распределения геноти-
пов на соответствие равновесию РХВ, гетерози-
готности и гаметического неравновесия между 
изучаемыми полиморфными маркерами);

– анализ ассоциаций генетического полимор-
физма с психическими признаками.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При анализе межполовых отличий по изучен-
ным количественным признакам были выявлены 
статистически значимые отличия по: факторам 
B (интеллектуальность; р = 0,016), C (ýмоцио-
нальная устойчивость; р = 0,0005), E (доминант-
ность; р = 0,002), G (моральная нормативность;  
р = 0,036) опросника 16PF и ýмотивной акцентуа-
ции характера опросника Х. Шмишека (р = 4 × 10-6).  
При ýтом значения признаков в среднем были 
выше  в подгруппе женщин по сравнению с муж-
чинами. Неожиданной явилась повышенная до-
минантность (фактор Е, примерно на 1 балл) у 
девушек и наличие различий по фактору интел-
лектуальности (В) опросника 16PF, тогда как по 
тесту IQ статистически значимых половых отли-
чий не обнаружено (р = 0,783). 

Различия по полу, близкие к статистически 
значимым (5 < p < 10)%, наблюдались по фак-
торам А (общительность; р = 0,063), F1 (тревож- 
ность; р = 0,087), F3 (ýмоциональная лабильность; 
р = 0,059), F4 (доминантность; р = 0,057) опро-
сника 16PF, дистимной и ýкзальтированной ак-
центуациям опросника Х. Шмишека.

Частоты и численности генотипов, соответ-
ствие их распределения равновесию РХВ и ожи-
даемая гетерозиготность представлены в табл. 3. 

Ген
Полиморфный 

вариант
Последовательность праймеров (5’→3’)

Метод детекции 
и  температура 

отжига, оС

Номенклатура аллелей  
(размер фрагментов, п.н.)

SLC6A3 40 bp VNTR
GTTGTAGGGAACGGCCTGAG

CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG
ПЦР/VNTR,

62

Предковый *3 (207),  
производные аллели 

*7, *8, *9, *10, *11 и *12 (567) 
повторов

П р и м е ч а н и е. Для полиморфизма MIR9-2 проводилась аллель-специфичная ПЦР. Полужирным и подчеркиванием выделены 
нуклеотиды, специфичные для разных аллелей (праймеры f1, f4 амплифицируют «внешний» фрагмент (контроль амплификации); с 
помощью праймера, специфичного аллелю G (f2), образуется фрагмент размером 180 пар нуклеотидов (п.н.), а с помощью праймера, 
специфичного аллелю T (f3), образуется фрагмент размером 210 п.н.), предковый аллель определен в базе данных NCBI (NationalCe
nterforBiotechnologyInformation, США) [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/]. 

О к о н ч а н и е  т а б л.   2

Т а б л и ц а  3

Частоты и численности генотипов (%), соответствие их распределения равновесию Харди – Вайнберга и показатели генетической 
изменчивости изученных полиморфизмов

Ген (полиморфизм)
Генотип, %

f (1) Hexp χ2 p n
11 12 22

GABRA2 (T/A) 55 (39,01) 60 (42,55) 26 (42,27) 60,28 47,78 1,75 0,184 141

PICALM (G/A) 74 (48,68) 62 (40,78) 16 (10,54) 69,08 42,72 0,31 0,578 152

CLU (C/T) 65 (42,76) 72 (47,37) 15 (9,87) 66,45 44,59 0,59 0,442 152

ZNF804A (C/T) 78 (50,98) 58 (37,91) 17 (11,11) 69,93 42,05 1,49 0,222 153

CBX7 (T/C) 54 (35,29) 72 (47,06) 27 (17,65) 58,82 48,44 0,12 0,729 153

DISC1 (C/T) 143 (95,33) 7 (4,67) 0 (0,00) 97,67 4,56 0,09 0,764 150

GAB2 (A/C) 80 (54,05) 55 (37,16) 13 (8,79) 72,64 39,75 0,63 0,427 148

rs13219354 (T/C) 95 (65,07) 34 (23,29) 17(11,64) 76,71 35,73 17,7 3 × 10–5 146
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Отклонение от РХВ за счет недостатка гетерози-
гот выявлено только для  полиморфизма rs13219354, 
расположенного в 30 тыс. пар нуклеотидов выше 
гена тимус-специфичной сериновой протеазы 
(PRSS16). Возможно, ýто объясняется случайными 
причинами, возникающими при формировании вы-
борки либо отбором против гетерозигот.

Гаметическое неравновесие (неслучайная ас-
социация аллелей) выявлена для четырех парных 

сочетаний полиморфных маркеров: GABRA2–PI-
CALM, PICALM– ADCY3, CLU–CBX7 и CLU– 
ADCY3. Результаты анализа представлены в табл. 
4. Для сочетания пары PICALM–ADCY3 показа-
на отрицательная корреляция между локусами, 
то есть мажорные и минорные аллели «отталки-
ваются» друг от друга и сочетания пар альтерна-
тивных аллелей (1_2 и 2_1) встречаются чаще, чем 
ожидается при их случайной комбинации. 

Для остальных трех пар сочетаний полиморф- 
ных вариантов наблюдается положительная меж-
локусная корреляция. Низкие значения коýффи-
циента корреляции между локусами по частотам 
аллелей, возможно, отражают невысокое дей-
ствие естественного отбора, направленного на 
поддержание такой гаметической интеграции. Ве-
роятно, многообразие функций генов GABRA2, 
PICALM, ADCY3, CLU (см. табл. 1) обуслов-
ливает адаптивный отбор по ýтим маркерам за 
счет изменения частот гаплотипов, что позволяет 
выявить статистически значимые значения меры 
гаметического неравновесия.

Очевидно, что индивидуальные особенности 
сложных психических реакций формируются в 
течение всей жизни индивида, в непрерывном 
взаимодействии генотипа и внешней среды. Гено-
типическая обусловленность черт личности имеет 
общую природу с генетической подверженностью 
к ряду хронических нейродегенеративных забо-
леваний и аддиктивных расстройств, что про-

Ген (полиморфизм)
Генотип, %

f (1) Hexp χ2 p n
11 12 22

ADCY3 (G/A) 134 (88,16) 17 (11,18) 1 (0,66) 93,75 11,72 0,32 0,572 152

MIR9-2 (G/T) 145 (97,32) 4 (2,68) 0 (0,00) 98,66 3,65 0,03 0,863 149

SLC6A4 (L/S) 56 (36,84) 69 (45,39) 27 (17,77) 59,54 48,18 0,51 0,475 152

SLC6А3 (10/9)* 35 (64,81) 16 (29,63) 3 (5,56) 82,69 32,44 0,41 0,522 54

*  в изученной выборке выявлены аллели только с 9 и 10 повторами.
П р и м е ч а н и е. f (1) – частота мажорного аллеля; Hexp – ожидаемая гетерозиготность; 1, 2 – мажорный и минорный аллели  
в генотипах;  χ2 – критерий хи-квадрат соответствия наблюдаемого распределения генотипов ожидаемому при равновесии Харди – 
Вайнберга; n – объем выборки (здесь и в табл. 4, 5). 

О к о н ч а н и е  т а б л.  3

Т а б л и ц а  4

Гаметическое неравновесие полиморфизмов GABRA2–PICALM, PICALM–ADCY3, CLU–CBX7 и CLU–ADCY3

Ген D, М ± m χ2 p ρ n
Гаплотип, %

1_1 1_2 2_1 2_2

GABRA2 – PICALM +0,0386 ± 0,0194 4,07 0,044 +0,1705 140 45,22 14,78 23,71 16,29

PICALM – ADCY3 -0,0193 ± 0,0062 4,53 0,033 -0,1728 152 62,83 6,25 30,92 0,00

CLU – CBX7 +0,0414  ± 0,0190 4,81 0,028 +0,1779 152 43,04 23,40 15,51 18,04

CLU – ADCY3 +0,0213 ± 0,0111 5,29 0,021 +0,1865 152 64,43 2,02 29,32 4,23

П р и м е ч а н и е. D – мера гаметического неравновесия; р – достигнутый уровень значимости отличия D от нуля; ρ –  коýффициент 
корреляции между локусами по частотам аллелей; 1, 2 – мажорный и минорный аллели в гаплотипах. 

явилось в неслучайной ассоциации генотипов 
четырех пар генов подверженности к вышеупомя-
нутым поведенческим расстройствам в изученной 
выборке.

О возможности общей природы генетическо-
го континуума подверженности к расстройствам 
личности и наследованию психической конститу-
ции, вероятно, свидетельствуют близкие значения 
коýффициентов наследуемости (40–50%) [2, 38]. 
Многочисленными исследованиями также показа-
на ассоциация отдельных генов как с нейродеге-
неративными заболеваниями, так и с психическими 
признаками (параметрами личности) [21–31, 39, 40].

Результаты анализа связи 12 изученных поли-
морфных вариантов с количественными призна-
ками, характеризующими личность, представлены 
в табл. 5. Как видно из таблицы, ген PICALM 
ассоциирован с внутренней напряженностью (Q4, 
16PF) и неуравновешенностью по тесту Х. Шмише-
ка. Так как ассоциация гена PICALM со шкалой 
Q4 теста Кеттелла близка к статистически значи-
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мой (р = 0,054), проанализированы генотипы GG 
+ GA против генотипа АА. Выявлена внутренняя 
расслабленность носителей генотипа АА (мень-
шие значения шкалы) по сравнению с остальными 
генотипами (H = 5,82; p = 0,016). С неуравнове-
шенностью также ассоциирует полиморфный ва-
риант в гене ZNF804A. При ýтом гомозиготные 
генотипы менее распространенных аллелей (АА и 
ТТ) обнаруживают в среднем меньшие значения 
признака. Ранее была показана ассоциация поли-
морфных вариантов генов PICALM и ZNF804A с 

БА [5] и шизофренией [7]. Настоящее исследова-
ние в какой-то мере подтверждает ýти ранее вы-
явленные ассоциации. Известно, что нарушения 
высших корковых функций, особенно при посте-
пенном начале деменции при болезни Альцгейме-
ра, сопровождаются состоянием напряжения. Для 
шизофрении характерны качественные изменения 
поведения и ýмоционально-волевые нарушения, 
что в психодиагностических методиках, направ-
ленных на оценку личности, отражается в виде 
проявлений неуравновешенности. 

Т а б л и ц а  5

Взаимосвязь изученных локусов с количественными признаками, характеризующими темперамент, характер, личность и интеллект

№ Ген Признак
 Генотип, Me; Q1–Q4 (m)

H (U) p n
11 12 22

1 GABRA2 (T/A) Нет – – – – – –

2 PICALM (G/A)

16PF 
Q4 – напряженность

6; 5–7 (69) 6; 5–7 (59) 4; 3–6 (16) 5,83 0,054 144

тШ –  
неуравновешенность

12; 6–12 (73) 12; 9–15 (61) 7,5; 4,5–10,5 (16) 8,82 0,012 150

3 CLU (C/T)

16PF  
Q3 – самодисциплина

6; 4–8 (61) 6; 4–7 (69) 7,5; 6–9 (14) 8,11 0,017 144

тШ –  
ýкзальтированность

12; 12–18 (65) 18; 12–18 (70) 18; 12–18(15) 7,43 0,024 150

4 ZNF804A (C/T)
тШ –  

неуравновешенность
12; 8–15 (77) 12; 9–15 (57) 9; 6–9 (17) 9,08 0,011 151

5 CBX7 (T/C)
16PF А – общительность 5,5; 4–7 (50) 6; 4–7 (69) 6,5; 5–8 (26) 5,83 0,054 145

16PF 
L – подозрительность

7; 6–8 (50) 8; 6–9 (69) 8; 8–9 (26) 6,77 0,034 145

6 DISC1 (C/T)

16PF 
L – подозрительность

8; 6–9 (135) 6; 5–8 (7) – 1,87 0,065 142

тШ – циклотимия 15; 12–21 (141) 12; 9-15 (7) – 2,08 0,038 148
тШ –  

ýкзальтированность
18; 12–18 (141) 12; 6–12 (7) – 10,60 0,001 148

7 GAB2 (A/C) Нет – – – – – –
8 rs13219354(T/C) Нет – – – – – –

9 ADCY3 (G/A)

16PF 
Q2 – самостоятельность

6; 5–7 (126) 5; 4–6 (18) – 1,97 0,049 144

16PF F2 – ýкстраверсия 5; 3,3–7 (126) 6; 5–8 (18) – –1,86 0,06 144

10 MIR9-2 (G/T)

16PF C – ýмоциональная 
устойчивость

6; 5–7 (137) 2,3; 1,5–3,3 (4) – 3,00 0,003 141

16PF F – беспечность 5; 3–7 (137) 1,5; 1–3,5 (4) – 2,31 0,021 141

16PF H – смелость  
в социальных контактах

6; 4–7 (137) 2,5; 1,5–4,5 (4) – 2,24 0,025 141

16PF F2 – ýкстраверсия 5,1; 3,9–7 (137) 2; 1–3,5 (4) – 2,32 0,020 141
тШ – гипертимия 18; 12–21 (143) 4,5; 1,5–10,5 (4) – 2,43 0,015 141
тШ – дистимия 9; 6–12 (143) 19,5; 13,5–21 (4) – –2,39 0,017 147

тС-Х – личная тревож-
ность

42; 36-48 (138) 62; 46,5–68,5  (4) – –2,05 0,040 142

11 SLC6A4 (L/S)
16PF  

В – интеллектуальность
7; 5–8 (55) 7; 6–9 (66) 5; 4–8 (23) 6,53 0,038 144

12 SLC6А3 (10/9) IQ 109; 104–121 (28) 105; 100–110 (13) – –1,32 0,187 41

П р и м е ч а н и е. Так как для полиморфизма в генах ADCY3 и SLC6А3 генотипы минорных аллелей (22) встречались с низкой ча-
стотой (0,6 и 5,6%), проанализированы были генотипы (11) против (12 + 22). H (U) – значения критериев рангового теста Краскела – 
Уоллиса или Манна – Уитни  в случае сравнения двух групп генотипов, приведены медианные значения признаков (Ме), верхний (Q1) 
и нижний (Q4) квартили распределения, m – количество индивидов в генотипических подгруппах.
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Для исследованных генов GABRA2, GAB2 и 
маркера rs13219354 не было показано взаимо- 
связи ни с одним количественным признаком 
психических черт личности. Ранее на выборке ев-
ропеоидов также выявлено, что распространен-
ные полиморфные варианты четырех генов ре-
цепторов GABA, включая GABRA2, не влияют на 
подверженность к ряду психических расстройств, 
в частности, к глубокой депрессии,  тревожным и 
другим невротическим расстройствам [41].

Выявлены статистически значимые ассоци-
ации гена аполипопротеина J (CLU) с самодис-
циплиной (Q3, 16PF) и ýкзальтированностью по 
опроснику Х. Шмишека. Гомозиготные носители 
менее распространенных аллелей (ТТ) обладают 
в среднем более высоким самоконтролем, тогда 
как гетерозиготы (СТ) имеют больший диапазон 
ýмоциональных состояний. Sapkota S. с соавт. 
(2016) показали ассоциацию ýтого полиморфного 
варианта гена CLU с повышенным уровнем неко-
торых черт личности (а именно со способностью 
к переживанию и ýкстраверсии) при низкой про-
изводительности декларативной (семантической 
и ýпизодической) памяти у здоровых пожилых 
людей [42]. Также установлена ассоциация гена 
CLU/APOJ с риском развития болезни Альцгей-
мера [5].

Гомозиготные носители генотипа CC гена 
CBX7 проявляют повышенную открытость и об-
щительность (А, 16PF). Так, для шкалы А (замкну-
тость – общительность) при анализе генотипа СС 
в сравнении с группой объединенных генотипов 
ТТ + СТ ассоциация становится статистически 
значимой (Н = 5,82; р = 0,016). В литературных 
источниках не обнаружено работ по ассоциации 
гена CBX7 с личностными признаками.

При сравнении гомозигот GG против альтер-
нативных гомозигот и гетерозигот (AA + GA) 
гена ADCY3 выявлена ассоциация с более высо-
ким средним значением фактора Q2 (самостоя-
тельность, 16PF) и сниженная ýкстраверсия (F2, 
16PF). Связь полиморфного варианта гена ADCY3 
с пониженной ýкстраверсией в нормальной попу-
ляции подтверждает результаты широкогеномно-
го исследования (GWAS), обнаружившего ассо-
циацию ýтого гена с глубокой депрессией [18].

Следует отметить большое количество ассоци-
аций, полученных в данном исследовании, для по-
лиморфных вариантов гена MIR9-2 (см. табл. 5). 
Это, вероятно, обусловлено  многообразием био-
логических функций продуктов гена (см. табл. 1),  
а также невысоким уровнем генетической измен-
чивости маркера. Частота редкого аллеля соста-
вила менее 2%, а гомозиготы по нему не обна-

ружены. Тем не менее выявленные ассоциации с 
факторами С (ýмоциональная устойчивость), F 
(беспечность), H (смелость в социальных контак-
тах), F2 (ýкстраверсия) по опроснику 16PF, акцен-
туациями характера: гипертимный и дистимный, 
личной тревожностью по тесту Спилбергера –  
Ханина могут носить неслучайный характер. В 
недавней работе Hauberg M.E. с соавт. (2016) при 
мета-анализе 83 550 индивидов из 52 широкоге-
номных исследований шизофрении обнаружили 
высоко статистически значимую (p  = 7,1 × 10-8) 
связь гена микроРНК MIR9-2 с ýтим заболева-
нием [20]. 

В настоящем исследовании стоит указать, 
что гетерозиготные носители минорного аллеля 
MIR9-2 обладают сниженными средними значе-
ниями всех четырех факторов по опроснику 16PF, 
низкой активностью и предприимчивостью, пони-
женным настроением и склонностью к депрессии 
(акцентуации личности гипертимная и дистимная 
противоположны) по опроснику Х. Шмишека и 
высокой личной тревожностью по тесту Спил-
бергера – Ханина. Возможно, полученные ре-
зультаты не имеют стохастической природы, а 
закономерно вытекают из вклада гена MIR9-2 в 
риск развития шизофрении.

Для гена DISC1 показаны ассоциации с ши-
зофренией, биполярным расстройством и глубо-
кой депрессией [9–11]. Несмотря на невысокую 
частоту редкого аллеля (< 3%), обнаруженная 
связь генетической изменчивости DISC1 с по-
дозрительностью (L, 16PF), циклотимией и ýк-
зальтированностью по опроснику Х. Шмишека 
подтверждает ранее выявленные ассоциации с 
личностными расстройствами. Уровень статисти-
ческой значимости 5% полиморфного варианта 
гена DISC1 с подозрительностью (L, 16PF) не 
был преодолен (р = 0,065). 

Примечательным представляется факт связи 
полиморфизма VNTR в генах переносчиках серо-
тонина (SLC6A4) и дофамина (SLC6А3) с интел-
лектуальными способностями человека. Несмо-
тря на низкий достигнутый уровень значимости 
(р = 0,187) ассоциации гена переносчика дофами-
на SLC6А3 с интеллектуальными способностями 
(IQ), выявленной непараметрическим методом 
Манна –Уитни, что, вероятно, обусловлено низ-
ким объемом выборки, методом однофакторно-
го дисперсионного анализа проанализирована 
взаимосвязь ýтих параметров, так как многочис-
ленными исследованиями показано нормальное 
распределения признака IQ в популяциях. Обна-
ружена статистически значимая ассоциация ге-
нотипа 10/10 с более высокими значениями те-
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ста IQ по сравнению с генотипами 9/10 + 9/9. 
Средние значения и стандартные ошибки теста 
составили 110,3 ± 2,4 и 99,5 ± 5,7, соответственно 
(F = 4,32; p = 0,044). Таким образом, носители 
коротких аллелей обладают меньшими показа-
телями интеллектуальных способностей. Ранее 
для коротких аллелей была показана сниженная 
ýкспрессия ýтих генов и ассоциации с глубокой 
депрессией, аутизмом, неврозами, агрессивным 
поведением у детей, алкоголизмом, идиопатиче-
ской ýпилепсией, синдромом дефицита внимания 
и гиперактивности, зависимостью от алкоголя и 
кокаина, подверженностью к болезни Паркинсо-
на, протективностью никотиновой зависимости 
[21–31, 43–47]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе настоящего иссле-

дования был проведен анализ взаимосвязи ко-
личественных признаков, формализованных в 
результате оценки личности, темперамента и 
характера, с 12 полиморфными вариантами 12 
генов, вовлеченными в развитие алкоголизма, 
шизофрении и деменции при болезни Альцгей-
мера. Установлены неслучайные межаллельные 
ассоциации парных сочетаний полиморфных ва-
риантов GABRA2–PICALM, PICALM–ADCY3, 
CLU–CBX7 и CLU–ADCY3, вероятно свидетель-
ствующие об адаптивном отборе, влияющим на 
поддержание поведенческого гомеостаза в попу-
ляции. Обнаружен ряд статистически значимых и 
близких к таковым ассоциаций генетической из-
менчивости генов GAB2, CLU, PICALM, DISC1, 
rs13219354, ZNF804A, GABRA2, SLC6A4, 
ADCY3, MIR9-2, CBX7, SLC6A4 и SLC6А3 с 
признаками, характеризующими интеллект, тем-
перамент и характер. Данные об индивидуальной 
генотипической изменчивости 12 изученных по-
лиморфных маркеров могут быть востребованы 
при лечении тяжелых психических расстройств. 
Полученные результаты свидетельствуют об об-
щей генетической компоненте психических и не-
врологических расстройств с вариабельностью 
когнитивных и личностных признаков.
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Materials and methods. The correlation among quantitative traits of personality, temperament and character 
determined with Cattell’s (the Sixteen personality factor questionnaire (16PF)), Leonhard-Schmieschek’s, 
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in the development of severe mental disorders such as alcoholism, schizophrenia and Alzheimer’s disease. DNA 
samples of 150 students were genotyped using PCR-RPLF method. The data were processed by nonparametric 
statistical methods.

Results. Interallelic nonrandom associations in paired combinations of GABRA2-PICALM, PICALM-
ADCY3, CLU-CBX7 and CLU-ADCY3 polymorphisms were detected. This may indicate the adaptive selection 
influencing the maintenance of behavioral homeostasis in population. A number of statistically significant 
associations of genetic variation were found: CLU with perfectionism(Q3) of 16PF and the exaltation of 
the Leonhard’s tests, PICALM with tension (Q4) of 16PF and the imbalance of Leonhard’s tests, DISC1 
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Conclusion. These findings support the idea of overlapping genetic component in common mental and 
neurological disorders and variability of human cognitive and personality traits.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВВЕДЕНИЕ
Экзоорбитальная слезная железа у белых 

крыс располагается вне глазницы, чуть ниже уха 
и соединяется с поверхностью глазного яблока 
одним длинным выводным протоком [1]. Желе-
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Морфология экзоорбитальных слезных желез беспородных белых крыс 
при высокоинтенсивном световом воздействии

Мустафина Л.Р.1, Журавлева А.Д.1, Логвинов С.В.1, Карпова М.Р.1,  
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РЕЗЮМЕ

Цель: изучить морфологические изменения экзоорбитальных слезных желез при экспериментальном 
воздействии на орган зрения высокоинтенсивного света.

Материал и методы. Белых беспородных крыс-самцов (n = 40) подвергали непрерывному воздействию 
света интенсивностью 3 500 лк в течение 1 сут, 7, 14 и 30 сут, контрольная группа (n = 10) содержа-
лась в условиях естественного освещения (20 лк) в течение 1–30 сут. Экзоорбитальные слезные железы 
фиксировали в формалине, заливали в парафин, окрашивали гематоксилином и эозином. При помощи 
окулярной вставки Автандилова подсчитывали удельные объемы выводных протоков, эпителия, стромы 
и сосудов экзоорбитальной слезной железы, определяли эпителио-стромальное соотношение. Анализ 
данных осуществляли методами описательной статистики с вычислением медианы (Ме) и интерквар-
тильного интервала (Q1–Q3). Для оценки различий использовали непараметрический критерий Манна 
– Уитни.

Результаты. Через 1 сут в ответ на высокоинтенсивное световое воздействие возникало рефлекторное 
усиление синтетической функции экзоорбитальной слезной железы. На 7-е сут появлялись первые при-
знаки нарушения функционирования с развитием гидропической дистрофии в лакримацитах. К 14-м сут 
развивались фиброзные изменения, в железистой паренхиме появлялись участки гардеризации. На 30-е 
сут наблюдался пикноз ядер отдельных лакримацитов, накопление липофусцина в цитоплазме.

Заключение. Полученные данные позволяют в динамике оценить реактивные компенсаторно-приспосо-
бительные реакции слезной железы на высокоинтенсивное световое воздействие от момента начала их 
развития до появления первых признаков декомпенсации. 

Ключевые слова: экзоорбитальная слезная железа, высокоинтенсивное световое воздействие.
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за окружена собственной соединительнотканной 
капсулой, имеет альвеолярно-трубчатое строение: 
ацинусы состоят из лакримацитов, которые син-
тезируют и выделяют белки, воду и ýлектролиты, 
участвующие в формировании слезной жидкости. 
Слеза является неотъемлемым компонентом ор-
гана зрения, обеспечивая увлажнение передней 
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поверхности глазного яблока и прозрачность 
роговицы, защиту от инфекции, а также способ-
ствует заживлению ран при повреждениях [2]. 

К нарушениям функционирования слезных 
желез могут приводить различные факторы, воз-
действующие на орган зрения, в том числе и те, с 
которыми мы сталкиваемся в повседневной жиз-
ни, например ультрафиолетовое излучение, ýлек-
тромагнитное излучение от видеомониторов ком-
пьютеров, а также яркий свет от искусственных 
источников освещения. Перечисленные факторы 
приводят к активации чувствительных нервных 
окончаний роговицы и конъюнктивы с последую-
щим рефлекторным усилением секреции слезных 
желез [3, 4]. В случае нарушения синтеза или вы-
деления слезной жидкости развиваются сухость 
и жжение глаз, воспалительные изменения, сни-
жается острота зрения, что является проявле-
нием синдрома «сухого» глаза. Стоит заметить, 
что люди, чья профессиональная деятельность 
затрагивает работу с источниками интенсивного 
излучения, находятся в повышенной зоне риска 
по развитию повреждений слезного аппарата. 
Поýтому исследование, направленное на изуче-
ние характера и степени повреждений при работе 
с источниками интенсивного светового воздей-
ствия, может положить основу для разработки 
мер индивидуальной защиты. 

Целью данного исследования явилось изучение 
морфологических изменений ýкзоорбитальных 
слезных желез при ýкспериментальном воздей-
ствии на орган зрения высокоинтенсивного света.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования являлись ýкзо-

орбитальные слезные железы белых беспородных 
крыс-самцов в возрасте 3 мес. Животных подвер-
гали непрерывному воздействию света интенсив-
ностью 3 500 лк в течение 1 сут (n = 10), 7 сут  
(n = 10), 14 сут (n = 10) и 30 сут (n = 10). Кон-
трольную группу (n = 10) содержали в условиях 
естественного освещения (интенсивность освеще-
ния 20 лк в течение 12 ч). Животных выводили из  
ýксперимента одновременно в различные сроки  
для учета возможных временных изменений. По-
лученные объекты фиксировали в 12%-м раство-
ре нейтрального формалина и по общепринятой 
методике заливали в парафин. Срезы толщиной 
5–6 мкм окрашивали гематоксилином и ýозином. 
При помощи окулярной вставки Автандилова на 
50 точек подсчитывали удельные объемы (%) вы-
водных протоков, ýпителия, стромы и сосудов ýк-
зоорбитальной слезной железы, определяли ýпи-
телио-стромальное соотношение (ЭСС). Подсчет, 

просмотр и фотографирование микропрепаратов 
осуществляли на световом микроскопе Axiostar 
plus (Carl Zeiss, Германия), при увеличении оку-
ляра 10, объектива 40, 90. Статистическую обра-
ботку данных проводили при помощи компьютер-
ной программы Statistica 6.0. Анализ полученных 
данных осуществляли методами описательной 
статистики с вычислением медианы (Ме) и ин-
терквартильного интервала (Q

1
–Q

3
). Для оценки 

различий использовали непараметрический кри-
терий Манна – Уитни. Различия между показа-
телями сравниваемых групп считали значимыми 
при р < 0,05, при р = 0,055–0,060 высказывались 
о тенденции.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Через 1 сут светового воздействия в ýкзоорби-

тальных слезных железах отмечался умеренный 
отек внутри- и междольковой стромы. Венозные 
сосуды характеризовались неравномерно выра-
женным полнокровием с явлениями лейкостаза. 
Лакримациты содержали одно, реже два ядра, 
в которых четко визуализировались ядрышки. 
Некоторые ядра имели неправильную форму с 
неравномерно конденсированным в них хрома-
тином. Цитоплазма лакримацитов окрашивалась 
слабобазофильно, выглядела мелкозернистой. 
Просветы большинства внутридольковых вывод- 
ных протоков были заполнены секретом.

Через 7 сут высокоинтенсивного светового воз-
действия сохранялся периваскулярный и перидук-
тулярный отек стромы. В расширенных и полно-
кровных сосудах наблюдалось прикраевое стояние 
лейкоцитов. Ядра большинства железистых клеток 
были увеличены, с неравномерно конденсирован-
ным хроматином, в цитоплазме части лакримаци-
тов отмечались явления вакуольной дистрофии 
(рис. 1). В выводных протоках содержалось не-
большое или умеренное количество секрета.

На 14-е сут наблюдалось разрастание рыхлой 
волокнистой соединительной ткани во внутри- и 
междольковой строме, а также периваскулярно 
(рис. 2). Сосуды характеризовались умеренным 
венозным полнокровием. Ядра большинства се-
креторных клеток различались по форме и раз-
меру, встречались двуядерные клетки, а также 
клетки с полиплоидными ядрами. В цитоплазме 
лакримацитов наблюдалось прогрессирование 
вакуольной дистрофии. Отмечалось расширение 
междольковых выводных протоков с небольшим 
количеством секрета в их просветах.

Местами среди концевых отделов ýкзоорби-
тальной слезной железы появлялись участки гар-
деризации (рис. 3).

Морфология экзоорбитальных слезных желез беспородных белых крысМустафина Л.Р., Журавлева А.Д., Логвинов С.В.
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Рис. 1. Явления вакуольной дистрофии лакримацитов (ука-
заны стрелками) в ýкзоорбитальной слезной железе через 
7 сут после интенсивного светового воздействия. Окраска 

гематоксилином и ýозином. Ув. 900

Рис. 2. Разрастание рыхлой волокнистой соединительной 
ткани в междолькововой строме ýкзоорбитальной слезной 
железы через 14 сут после интенсивного светового воздей-

ствия. Окраска гематоксилином и ýозином. Ув. 400

Рис. 3. Участки гардеризации (указаны стрелками) в строме 
ýкзоорбитальной слезной железы через 14 сут после интен-
сивного светового воздействия. Окраска гематоксилином и 

ýозином. Ув. 400

Рис. 4. Накопление липофусцина (указано стрелками) в 
цитоплазме лакримацитов ýкзоорбитальной слезной желе-
зы через 30 сут после интенсивного светового воздействия. 

Окраска гематоксилином и ýозином. Ув. 900
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На 30-е сут светового воздействия в строме 
железы наблюдалось значительное разрастание 
соединительной ткани. В сосудах отмечалось уме-
ренно выраженное полнокровие. В отличие от 
предыдущих сроков ýксперимента в железистых 
клетках появлялось все больше крупных поли-
плоидных ядер, наряду с которыми встречались 
клетки с кариопикнозом. В цитоплазме визуали-
зировались вакуоли разных размеров, которые 
нередко заполняли всю цитоплазму, вызывая де-
формацию и смещение ядра на периферию клетки. 
В отдельных лакримацитах встречались гранулы 
липофусцина (рис. 4). Во внутри- и междольковых 
выводных протоках содержались следы секрета.

При анализе структурных компонентов ýкзо-
орбитальной слезной железы было установле-
но, что в 1–7-е сут интенсивного светового воз-
действия статистически значимо увеличивались 
удельные объемы ýпителия (таблица). При ýтом 
удельные объемы стромы в те же периоды воз-
действия, напротив, достоверно уменьшались.

В более поздние сроки светового воздействия 
наблюдалось уменьшение удельных объемов ýпи-
телия желез, при ýтом к 14-м сут показатели 
достигали контрольных значений, а к 30-м сут 
значимо снижались по сравнению с группой кон-
троля. Удельные объемы стромы с увеличением 
срока ýксперимента нарастали и к 30-м сут пре-
вышали показатели контрольной группы более, 
чем в 1,5 раза.

Анализ уровня ЭСС показал его тенденцию к 
увеличению в 1-е (7,8) и 7-е (6,8) сут и уменьше-
нию к 14-м (2,8) и 30-м (1,8) сут воздействия по 
сравнению с показателем в группе контрольных 
животных (3,8).
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Статистически значимых различий в удельных 
объемах сосудов и выводных протоков во все 
сроки ýксперимента не отмечалось.

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные в настоящем исследовании ре-

зультаты продемонстрировали универсальные 
реактивные изменения, развивающиеся в ýкзо-
орбитальных слезных железах в ответ на интен-
сивное световое воздействие. Признаки острого 
венозного застоя и отечных явлений, выявленные 
в ранние сроки воздействия (1–7-е сут) в строме 
железы, являются неспецифической реакцией ор-
гана на внешнее повреждение. Так, аналогичные 
реактивные изменения слезных желез были по-
казаны в ýксперименте при изучении влияния на 
орган зрения ультрафиолетовых лучей, микро-
волн, ионизирующей радиации [4–6]. 

Выявленные гемодинамические изменения, 
сопровождавшиеся развитием местной гипоксии 
тканей, явились мощным стимулятором коллаге-
нообразования, что на 14–30-е сут светового воз-
действия привело к развитию в строме железы 
фиброзных изменений. Ряд исследователей сооб-
щали о подобных нарушениях функционирова-
ния желез в отдаленные сроки (от 30 сут и более) 
после однократного ионизирующего воздействия 
[7, 8]. Морфологически установленные признаки 
нарушения процессов регенерации и выраженный 
фиброз со временем приводили к значительной 
атрофии или гибели ацинарных клеток.

Реактивные изменения лакримацитов были 
связаны с необходимостью усиленной, рефлек-
торно обусловленной выработки слезной жидко-
сти в ответ на слепящее воздействие яркого света 
[3]. Таким образом, интенсивные внутриклеточ-
ные синтетические процессы нашли свое отраже-
ние в увеличении удельных объемов ýпителия и 

Т а б л и ц а 

Удельный объем структурных компонентов слезной железы при высокоинтенсивном световом воздействии,  
Ме (Q1–Q3), %

Структура
Контроль
(n = 10)

Продолжительность светового воздействия  

1 сут
(n = 10)

7 сут
(n = 10)

14 сут
(n = 10)

30 сут
(n = 10)

Эпителий концевых отделов
57,81,7

(49,6–63,1)
65,7*14,30

(59,1–72,8)
63,3*14,30

(52,8–72,8)
57,01,7,30

(49,9–65,4)
49,21,7,14

(42,2–54,9)

Строма
17,11,7,14,30

(11,4–26,0)
8,4*14,30

(4,2–14,0)
9,2*14,30

(5,6–21,1)
19,7*1,7,30

(14,0–28,1)
28,1*1,7,14

(19,7–30,9)

Сосуды
2,8

(1,4–4,9)
2,8

(1,4–4,2)
2,8

(1,4–4,2)
2,8

(1,4–4,2)
2,8

(1,4–4,2)

Выводные протоки
2,8

(1,4–4,2)
2,8

(1,4–4,2)
2,8

(1,4–2,8)
2,4

(1,4–2,8)
1,4

(1,4–1,4)

* статистически значимые различия с контрольной группой; 1,7,14,30 статистически значимые различия с группами 
с воздействием света в течение 1 сут, 7, 14, 30 сут соответственно.

ЭСС на 1–7-е сут воздействия. Полученные ре-
зультаты совпадают с данными других исследо-
вателей, изучавших действие различных факто-
ров на орган зрения и слезные железы. 

В ýксперименте, проведенном для выяснения 
влияния излучения видеомониторов на выработку 
слезной жидкости, отмечено увеличение объема 
лакримацитов за счет накопления секреторных 
гранул в их цитоплазме [9]. При однократном 
облучении ýкспериментальных животных в дозе 
15 Гр наблюдались изменения со стороны ядер 
лакримацитов и cкопление секреторных гранул 
в их цитоплазме, однако выделение гранул было 
затруднено, что клинически сопровождалось 
проявлениями синдрома «сухого» глаза [10].

Вероятно, вакуолизация цитоплазмы лакри-
мацитов, наблюдаемая с 7-х и прогрессирующая 
к 30-м сут ýксперимента, обусловлена длитель-
ным функциональным перенапряжением слезной 
железы в ответ на непрерывное воздействие све-
та. Подтверждением высказанного предположе-
ния могут служить данные других исследовате-
лей. Так, ультрамикроскопическое исследование 
слезных желез при ýкспериментально воспро-
изведенном синдроме «сухого» глаза позволило 
установить изменения метаболизма в слезной 
железе, в том числе усиление гликолитической 
деятельности, появление аутофагосом, интра-
цитоплазматической вакуолизации и нарушение 
крист митохондрий [11]. При ýкспериментальном 
трехкратном ультрафиолетовом облучении отме-
чалось повышение активности НАД- и НАДФ-те-
тразолий редуктаз, увеличение концентрации 
РНК, основного и общего белка в цитоплазме ла-
кримацитов в сочетании с угнетением активности 
щелочной фосфатазы – фермента, участвующего 
в регуляции проницаемости клеточных мембран 
[4, 5]. Возможно, с нарушением проницаемости 
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мембран клетки связано затруднение выхода се-
креторных гранул из ацинарных клеток.

Повышенная функциональная нагрузка на 
слезные железы в 1–7-е сут ýксперимента стала 
причиной полиплоидизации лакримацитов, а в бо-
лее поздние сроки (14–30-е сут) привела к исто-
щению и дегенерации железистых клеток, что 
морфологически проявлялось появлением пикно-
морфно измененных ядер. Подобная гистологи-
ческая картина наблюдалась в ýкзоорбитальных 
слезных железах белых крыс при ультрафиолето-
вом и микроволновом воздействиях, при ионизи-
рующем облучении [3–5]. Полиплоидизация ядер 
лакримацитов у крыс является особенностью со-
матического роста до 3 мес постнатального раз-
вития, у взрослых же особей полиплоидные ядра 
могут появляться при истощении метаболических 
возможностей клетки и служить способом репа-
ративной регенерации [12].

Обнаруженные в цитоплазме лакримацитов 
на 30-е сут светового воздействия гранулы липо-
фусцина являются отражением преждевременно-
го старения клеток, что предполагает понижен-
ный уровень клеточной секреторной активности 
[13]. Так, при ультраструктурном исследовании 
влияния старения на структуру слезной железы 
крыс-альбиносов наблюдалось снижение ýлек-
тронно-плотных секреторных везикул, набухание 
митохондрий и накопление включений липофус-
цина в цитоплазме ацинарных клеток [14]. Ли-
пофусцин является общепринятым биомарке-
ром старения и состоит из гетерогенной группы 
комплексных аутофлюоресцирующих агрегатов, 
образованных из продуктов окисления липидов, 
белков и ионов металлов [13]. Он постепенно 
накапливается в лизосомах постмитотических 
клеток путем деградации или ýкзоцитоза. По 
мнению некоторых авторов, накопление липо-
фусцина в клетках ускоряется при повышении 
свободных радикалов в условиях окислительного 
стресса [15]. В данном случае ускоренное ста-
рение лакримацитов с накоплением липофусци-
новых гранул в их цитоплазме, вероятно, было 
спровоцировано высокоинтенсивным световым 
воздействием.

Появление на 14-е сут воздействия среди кон-
цевых отделов ýкзоорбитальной слезной железы 
участков железы Гардера, известное как феномен 
гардеризации, может быть связано как с процес-
сами старения, так и с метаплазией, инициирован-
ной высокоинтенсивным световым воздействием. 
В пользу первого утверждения свидетельствует 
исследование Ferrara D. и соавт., которые наблю-
дали появление липидных очагов в ýкзоорбиталь-

ных слезных железах 3-месячных самок и самцов 
крыс; при ýтом к 6-месячному возрасту у самцов 
явления гардеризации нарастали, а у самок ис-
чезали [16]. На стимуляцию метапластического 
процесса указывают данные других исследова-
телей, которые отмечали появление очагов гар-
деризации при стимуляции опухолевого роста 
DL-ýтионином в 67% случаев, тогда как в кон-
трольной группе подобные явления были отме-
чены лишь у 9% животных [17]. Гардеризация 
была описана также в ýкзоорбитальных железах 
крыс при воздействии ионизирующей радиации, 
ультрафиолета и микроволн [4–6]. Очевидно, что 
высокоинтенсивное световое воздействие явля-
ется фактором, способствующим появлению и 
(или) усилению гардеризации ýкзоорбитальной 
слезной железы у беспородных белых крыс.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, высокоинтенсивное световое 

воздействие в 1-е сут приводит к рефлекторному 
усилению синтетической функции ýкзоорбиталь-
ной слезной железы, о чем свидетельствует уве-
личение объема железистой ткани и наличие се-
крета в просветах выводных протоков. Через 7 сут  
в лакримацитах появляются первые признаки на-
рушения функционирования: усиление секреции 
приводит к развитию гидропической дистрофии. 
К 14-м сут в строме развиваются фиброзные из-
менения, среди концевых отделов ýкзоорбиталь-
ной железы появляются участки гардеризации. 
На 30-е сут непрерывное воздействие светом 
приводит к пикнозу ядер отдельных лакримаци-
тов, накоплению липофусцина в цитоплазме.

Полученные в настоящем исследовании дан-
ные позволяют в динамике оценить реактивные 
компенсаторно-приспособительные реакции 
слезной железы на высокоинтенсивное световое 
воздействие от момента начала их развития до 
появления первых признаков декомпенсации. 
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ABSTRACT

Purpose: this study morphological changes the exorbital lacrimal glands at experimental impact on an organ 
of vision of high-intensity light.

Material and methods. White not purebred rats males (n = 40) were subjected to continuous influence of 
light intensity by 3500 lx within 1, 7, 14 and 30 days, the control group (n = 10) contained in conditions 
of natural lighting (20 lx). Exorbital lacrimal glands fixed in formalin, embedded in paraffin wax, stained 
hematoxylin-eosine. By means of an oculary insert of Avtandilov counted specific volumes of output channels, 
an epithelium, stroma and vessels of exorbital lacrimal glands, defined an epitelio/stroma ratio. The analysis 
of data was carried out by methods of descriptive statistics with calculation of a median (Ме) and interquartile 
range (Q1–Q3). For an assessment of distinctions used nonparametric criterion of Mann – Whitney.

Results. In 1 days in response to high-intensity light influence there is a reflex strengthening of synthetic 
function of exorbital lacrimal glands. For the 7th days the first signs of violation of functioning with 
development of hydropic dystrophy in the lacrimacytes appear. By 14th days fibrous changes develop, in a 
glandular parenchyma harderization sites appear. For the 30th days the nuclear pycnosis of separate lacrimacit, 
accumulation of a lipofuscin in cytoplasm is observed.

Conclusion. The obtained data allow to estimate in dynamics compensatory and adaptive reactions of lacrimal 
gland in response to high-intensity light influence from the moment of the beginning of their development 
before emergence of the first signs of a decompensation.

Key words: exorbital lacrimal glands, high-intensity light influence.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВВЕДЕНИЕ
В 1972 г. Burnstock ввел понятие пуринерги-

ческой сигнализации [1], в которой в качестве 
внеклеточных сигнальных молекул выступали  
внеклеточные пурины (прежде всего аденозин- 
5’-трифосфат (АТФ), аденозин и пиримидин). 
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РЕЗЮМЕ 

Цель работы – исследовать влияние внеклеточного аденозин-5’-трифосфата (АТФ), являющегося 
активатором пуринергических рецепторов, на сократительную активность кольцевых сегментов аорты 
крысы, предсокращенных активацией α1-адренорецепторов фенилэфрином, а также оценить вклад 
отдельных компонентов калиевой проводимости мембраны в механизмы действия АТФ. 

Материал и методы. Исследование сократительной активности гладкомышечных клеток проводили 
методом механографии на сегментах грудного отдела аорты крысы как с интактным эндотелием, так 
и деэндотелизированных. АТФ (1–1000 мкМ) оказывал дозозависимое релаксирующее действие на 
предсокращенные фенилэфрином сегменты с интактным эндотелием и леэндотелизированные. Чтобы 
оценить вклад калиевых каналов в механизмы действия АТФ, использовали неселективный блокатор 
калиевых каналов тетраэтиламмоний (10 мМ), блокатор АТФ-чувствительных калиевых каналов гли-
бенкламид и блокатор потенциал-зависимых калиевых каналов 4-аминопиридин. 

Результаты. Использование указанных блокаторов показало, что действие АТФ на сегменты с ин-
тактным эндотелием зависит от АТФ-чувствительных калиевых каналов, а на деэндотелизированные 
сегменты – от АТФ-чувствительных и потенциал-зависимых калиевых каналов.

Ключевые слова: АТФ, гладкомышечные клетки, калиевые каналы.

Эти соединения высвобождаются из клеток по-
средством диффузии через мембранные гемика-
налы, активации мембранных транспортеров, ве-
зикулярного ýкзоцитоза [2–5], либо из гибнущих 
клеток, что также является ранним индикатором 
их повреждения [3, 6]. Среди пуринергических 
рецепторов выделяют метаботропные рецепто-
ры аденозина P1 и нуклеотидные рецепторы P2,  * Смаглий Людмила Вячеславовна, e-mail: lud.smagly@yandex.ru
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которые подразделяются на подклассы P2Y (ме-
таботропные) и P2X (ионотропные) [2, 7–11]. Как 
P2X, так и рецепторы P2Y активируются действи-
ем АТФ. АТФ-зависимые механизмы трансдук-
ции сигнала выявлены практически во всех типах 
клеток и тканях [12].

Известно, что пуринергическая сигнальная 
система играет ключевую роль в регуляции со-
судистого тонуса. Механизмы такой регуляции 
варьируют в зависимости от типа кровеносного 
сосуда, его физиологической роли и вида живот-
ного организма [8, 13, 14]. 

Показано, что констрикторное действие АТФ 
обусловлено активацией P2X1-рецепторов мем-
бран гладкомышечных клеток (ГМК) и усилени-
ем входящих натриевых и кальциевых токов [15, 
16]. С другой стороны, при действии на рецепто-
ры мембран ýндотелиальных клеток P2Y1 и P2Y2 
АТФ способствует повышению внутриклеточной 
концентрации кальция (Ca2+) с последующей ак-
тивацией ýндотелиальной NO-синтазы (eNOS) и 
усилением синтеза NO, который, в свою очередь, 
влияет на расслабление подлежащих ГМК [17, 18]. 
Расслабление сосудистых ГМК (СГМК) тесно свя-
зано с выходящими калиевыми токами. Предпо-
ложительно,  ýти токи могут играть важную роль 
в АТФ-индуцированном расслаблении СГМК. 

В связи с ýтим целью работы являлось изу-
чение  роли калиевой проводимости мембраны в 
механизмах действия внеклеточного АТФ на со-
кратительную активность сосудистых гладкомы-
шечных клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили изолирован-

ные гладкомышечные сегменты грудного отдела 
аорты самцов крыс линии Wistar весом 180–250 г.  
Грудную часть аорты помещали в физиологиче-
ски сбалансированный солевой раствор Креб-
са, удаляли жировую и соединительную ткань и 
выделяли кольцевые сегменты шириной 2–3 мм. 
Использовались сегменты с сохраненным ýндоте-
лием и деýндотелизированные. Эндотелий удаля-
ли механически, вращением деревянного шпателя 
в просвете сегмента в течение 1 мин непосред-
ственно перед выполнением ýксперимента. 

Измерение механического напряжения (МН) 
сосудистых гладкомышечных клеток проводилось 
с использованием четырехканальной механогра-
фической установки Myobath II и аппаратно-про-
граммного обеспечения LAB-TRAX-4/16 (Герма-
ния). Для ýтого кольцевые сегменты аорты крысы 
фиксировали в рабочей камере объемом 10 мл и 
растягивали нагрузкой 500 мг. Камеру заполняли 

физиологическим раствором Кребса и термоста-
тировали при 37 ˚C в течение 50 мин при pH = 7,4. 
Сокращения индуцировали гиперкалиевым рас-
твором, который готовили путем ýквимолярного 
замещения 30 мM NaCl на KCl, а также актива-
тором α

1
-адренорецепторов фенилýфрином (ФЭ) в 

концентрации 10 мкМ. Амплитуду сократительных 
ответов рассчитывали в процентах от амплитуды 
сокращения, вызванного гиперкалиевым раство-
ром Кребса или ФЭ, которые принимали за 100%.

Анализ полученных результатов проводили при  
помощи программы SPSS Statistics 17.0.1 for Windows.  
Для определения характера распределения полу-
ченных данных использовали критерий нормаль-
ности Колмогорова – Смирнова. Сформирован-
ные выборки не подчинялись закону нормального 
распределения, поýтому для проверки статистиче-
ских гипотез были использованы непараметриче-
ские критерии. Для оценки достоверности влия-
ния АТФ на величину МН сегментов аорты крысы 
использовали Т-критерий Уилкоксона для зави-
симых выборок. Для сравнения величин МН сег-
ментов при действии используемых концентраций 
АТФ в различных условиях (наличие и отсутствие 
блокатора калиевых каналов, деýндотелизирован-
ные сегменты и сегменты с интактным ýндоте-
лием) использовали U-критерий Манна – Уитни 
для независимых выборок. Фактические данные 
представлены в виде медианы (Me) и интерквар-
тильного размаха (Q

1
–Q

3
). Различия считали ста-

тистически значимыми при значении р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сократительные ответы сосудистых гладких 

мышц инициируются многими физиологически 
активными веществами. В данной работе для  
изучения роли АТФ в регуляции сократительной 
активности СГМК в качестве предсокращающе-
го агента использовали агонист α

1
-адренорецеп-

торов ФЭ, действующий через активацию про-
теинкиназы С. Известно, что рецепторы к АТФ 
располагаются как на мембране гладкомышеч-
ных клеток, так и на мембране ýндотелиальных 
клеток. Поýтому проводили сравнение действия 
АТФ на сегменты аорты крысы с интактным ýн-
дотелием и деýндотелизированные.

Влияние АТФ на сократительную активность 
сегментов аорты крысы, предсокращенных 
фенилэфрином

На фоне ФЭ-индуцированного сокращения 
сегментов аорты крысы с интактным ýндоте-
лием добавление АТФ в концентрациях 1–1000 
мкМ приводило к дозозависимому снижению МН 
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сосудов как с интактным ýндотелием, так и де- 
ýндотелизированных (рис.). В обоих случаях до-
стоверное снижение величины МН относительно 
величины исходного сокращения наблюдалось 
при действии АТФ в концентрациях 10–1000 мкМ 

(p < 0,05). При ýтом у деýндотелизированных сег-
ментов величина расслабления при действии АТФ 
в концентрациях 50–1000 мкМ была достоверно 
выше по сравнению с сегментами с интактным ýн-
дотелием (p < 0,05). 

Рисунок. Влияние АТФ (1–1000 мкМ) на предсокращенные фенилýфрином (10 мкМ) сегменты аорты крысы: а – с интактным  
ýндотелием; б – деýндотелизированные. Стрелками показано добавление и удаление соответствующих растворов

Исследование роли калиевой проводимости 
мембраны в механизмах действия АТФ  
на сократительную активность сегментов  
аорты крысы 

Для исследования роли калиевой проводимо-
сти мембраны в механизмах сосудорасслабля-
ющего действия АТФ использовали блокатор 
кальций-активируемых (К+

Са2+
-каналов) и по-

тенциал-зависимых (К+
V
-каналов) каналов те-

траýтиламмоний (ТЭА) в концентрации10 мМ, 
блокатор АТФ-чувствительных калиевых кана-
лов глибенкламид (ГБ) в концентрации 10 мкМ 
и блокатор потенциал-зависимых калиевых ка-
налов 4-аминопиридин (4-АП) в концентрации 
1 мМ. 

Добавление блокатора потенциал-зависимых 
и кальций-активируемых калиевых каналов ТЭА 
(10 мМ) на фоне сокращения гладкомышечных 
сегментов с интактным и удаленным ýндотелием 
приводило к увеличению МН на 30%. В обоих 
случаях ТЭА устранял релаксирующее действие 
1–100 мкМ АТФ. Напротив, наблюдалось увели-
чение МН сегментов. В то же время величина ре-
лаксирующего действия 500–1000 мкМ АТФ до-
стоверно снижалась (табл. 1, 2). 
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Блокатор АТФ-чувствительных калиевых кана-
лов глибенкламид в концентрации 10 мкМ увели-
чивал механическое напряжение гладкомышечных 
сегментов аорты крыс на 10,2 (3,8; –2,4)%. Добав-
ление ГБ (10 мкМ) приводило к снижению степени 
расслабления сегментов с интактным ýндотелием 
на всем диапазоне концентраций АТФ (см. табл. 1).  
При действии глибенкламида на деýндотелизи-
рованные сегменты наблюдалось незначительное 
снижение величины расслабления в ответ на АТФ 
(1–50 мкМ), тогда как АТФ в концентрациях свы-
ше 100 мкМ вызывал статистически значимое уве-
личение МН сегментов (см. табл. 2).

Блокатор потенциал-зависимых калиевых ка-
налов 4-АП (1 мМ) приводил к увеличению МН 
сегментов аорты крысы, предсокращенных ФЭ, 
на 31,4 (2,5; –10,3)% от контрольного ФЭ-индуци-
рованного сокращения. На фоне действия 4-АП 
на сегменты с интактным ýндотелием релаксиру-
ющий ýффект всех действующих концентраций  
АТФ увеличивался (см. табл. 1). Противополож-
ный ýффект получен на деýндотелизированных 
сегментах, предсокращенных ФЭ. На фоне дей-
ствия 4-АП наблюдалось достоверное снижение 
величины расслабления в ответ на действие АТФ 
(10–1000 мкМ) (см. табл. 2).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Пуринергическая сигнальная система играет 
важную роль в регуляции тонуса кровеносных 
сосудов. Пуринергические рецепторы повсемест-
но ýкспрессированы на мембранах гладкомы-
шечных и ýндотелиальных клеток кровеносных 
сосудов, что дает основание считать их патологи-
ческим субстратом развития сосудистых заболе-
ваний [19]. Внеклеточный АТФ, действуя на P2X- 
и P2Y-рецепторы кровеносных сосудов, может 
как стимулировать, так и ингибировать сократи-
тельную активность СГМК. При ýтом сосудистые 
ýффекты АТФ зависят от ряда условий, среди 
которых можно выделить условие целостности и 
достаточности функции ýндотелия, а также ме-
ханическое напряжение, при котором действует 
АТФ.

Согласно полученным данным, ýффекты АТФ 
на ФЭ-индуцированное сокращение характери-
зовались дозозависимым снижением МН аорты 
крысы, при ýтом удаление ýндотелия увеличи-
вало величину расслабления. Действуя на пури-
нергические рецепторы ýндотелиальных клеток, 
АТФ активирует входящие кальциевые токи, сти-
мулирует ýндотелиальную NO-синтазу и синтез 
NO. NO диффундирует в ГМК, где активирует 

растворимую гуанилатциклазу, увеличивает син-
тез циклический ГМФ (цГМФ). Следует отметить, 
что eNOS представлена не только в ýндотелиаль-
ных клетках, но и в ГМК [20]. В исследовани-
ях, проведенных ранее разными авторами, было 
показано, что цГМФ участвует в активации и 
потенциал-зависимых, АТФ-чувствительных и 
кальций-активируемых калиевых каналов. Сле-
довательно, цГМФ, увеличивая выходящий ка-
лиевый ток, способствует расслаблению ГМК 
[21–23]. 

Расслабление СГМК тесно связано с выхо-
дящими калиевыми токами. Исследование роли 
калиевой проводимости мембраны показало, что 
в сегментах, предсокращенных гиперкалиевым 
раствором, действие АТФ зависело только от 
потенциал-зависимых калиевых каналов. В сег-
ментах, предсокращенных ФЭ, релаксирующий 
ýффект АТФ снижался при действии глибенкла-
мида и ТЭА. В сегментах с интактным ýндотели-
ем, в отличие от деýндотелизированных, блоки-
рование потенциал-зависимых калиевых каналов 
4-АП не снижало расслабляющего действия 
АТФ. Учитывая ýти данные, а также тот факт, 
что ТЭА примерно в равной степени блокиру-
ет кальций-активируемые (большой и промежу-
точной проводимости) и потенциал-зависимые  

Т а б л и ц а  1 

Влияние блокаторов калиевых каналов на механическое напряжение кольцевых сегментов аорты крысы  
с интактным эндотелием, предсокращенных фенилэфрином, Me (Q

1
–Q

3
)

Группа
Концентрация АТФ, мкМ

1 10 50 100 500 1000

Без блокаторов 
(контроль)

91,1
(81,9–93,9)

71,6
(49,3–85,0)

50,8
(48,5–54,5)

41,9
(39,2–45,8)

32,6
(25,2–35,5)

17,3
(2,0–16,0)

+ ТЭА (10 мМ)
105,2*

(102,1–111,7)
110,5*

(104,5–118,1)
121,4*

(112,7–134,2)
138,7*

(119,6–145,5)
91,2*

(89,8–101,0)
37,2*

(31,3–44,7)

+ ГБ (10 мкМ)
96,8

(87,7–98,2)
87,8

(81,6–96,5)
62,9*

(55,7–65,4)
59,6*

(55,7–62,0)
46,6*

(32,0–49,5)
44,3

(41,7–47,6)

+ 4-АП (1 мМ)
85,9

(80,4–92,3)
70,9

(60,4–73,1)
35,8*

(31,1–40,4)
12,1*

(3,0–14,0)
0* 0*

* различия по сравнению с контролем (p < 0,05), количество образцов n = 8.

Т а б л и ц а  2 

Влияние блокаторов калиевых каналов на механическое напряжение деэндотелизированных кольцевых сегментов аорты крысы, 
предсокращенных фенилэфрином, Me (Q

1
–Q

3
)

Группа
Концентрация АТФ, мкМ

1 10 50 100 500 1000

Без блокаторов 
(контроль)

96,1 
(88,4–98,2)

87,9
(86,3–89,7)

29,9 
(23,8–46,3)

17,4
(15,9–22,0)

16,5
(13,8–19,3)

13,3
(11,5–17,9)

+ ТЭА (10 мМ)
100,4

(100,0–100,7)
103,1*

(95,4–108,0)
109,5* 

(104,3–112,8)
107,7* 

(98,0–112,8)
80,5* 

(76,6–85,2)
28,9* 

(25,6–30,0)

+ ГБ (10 мкМ)
96,9 

(94,5–98,0)
95,5*

(94,2–96,4)
94,9* 

(91,8–96,4)
146,9* 

(144,6–149,2)
117,9* 

(111,6–127,7)
104,8*

(101,6–108,5)

+ 4-АП (1 мМ)
97,2

(96,9–97,9)
95,5* 

(93,7–97,0)
98,8*

(96,1–101,3)
105,9* 

(103,3–110,9)
81,1*

 (71,9–89,6)
29,0* 

(25,6–33,4)

*  различия по сравнению с контролем (p < 0,05), количество образцов n = 8.
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калиевые каналы [24], можно предположить уча-
стие кальций-активируемых калиевых каналов 
в механизмах действия АТФ. Данное предпо-
ложение подтверждается также работами дру-
гих авторов [25]. Изменение действия АТФ с 
расслабляющего на сократительное в условиях 
блокирования калиевой проводимости мембра-
ны может быть связано с угнетением активно-
сти eNOS. Показано, что в продукции оксида 
азота ýндотелиальными клетками задействованы 
кальций-активируемые калиевые каналы малой и 
промежуточной проводимости [26]. Так как ре-
шающую роль при активации ýтих каналов играет 
выходящий калиевый ток, можно предположить, 
что активация других калиевых каналов будет 
способствовать аналогичному ýффекту. С другой 
стороны, релаксирующее действие АТФ в деýндо-
телизированных сегментах, в отличие от сегмен-
тов с интактным ýндотелием, зависело от актив-
ности потенциал-зависимых калиевых каналов. 
Возможно, потенциал-зависимые калиевые токи 
при действии АТФ на пуринергические рецепто-
ры ýндотелиальных клеток играют меньшую роль 
в сравнении с другими типами калиевых кана-
лов так, что их блокирование не сказывается на 
АТФ-индуцированном расслаблении сосудистого  
препарата.

Другой причиной проявления сократитель-
ного ýффекта АТФ при ингибировании калие-
вых каналов может быть превалирующее влия-
ние Са2+-зависимой сигнальной системы в ГМК, 
которая также активируется при действии АТФ 
через активацию синтеза инозитол-3-фосфата и 
последующего выхода ионов кальция из внутри-
клеточных депо [14, 27]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные в результате проделанной работы 

данные указывают на то, что АТФ, действуя на 
пуринергические рецепторы мембраны гладкомы-
шечных и (или) ýндотелиальных клеток, оказы-
вает релаксирующее действие, более выраженное 
в деýндотелизированных сегментах. При ýтом 
действие АТФ на сегменты с интактным ýндоте-
лием зависит от АТФ-чувствительных калиевых 
каналов, а на деýндотелизированные сегменты  – 
от АТФ-чувствительных и потенциал-зависимых 
калиевых каналов. 
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Role of potassium conductance in mechanisms of exrtacellular  
atp impact on the contractive activity of vascular smooth muscle cells 
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ABSTRACT

The purpose of this work is to study the influence of extracellular ATP (adenosine-3-phosphate), which is 
an activator of purinergic receptors, on contractive activity of rat aortic ring segments precontracted by 
α1-adrenoreceptors activation with phenylephrine and evaluate the impact of potassium channels of plasma 
membrane on mechanisms of ATP activity.

Material and methods. Contractive activity of vascular smooth muscle cells was studied using the method 
of Organ Bath Myography applied to the thoracic aorta segments in male Wistar rats both with intact and 
removed endothelium. ATP (1–1000 mM) produced a dose-dependent relaxing effect on intact and endo-
thelium-denuded segments precontracted with phenilephrine. To assess the impact of potassium channels 
on mechanisms of ATP activity we used tetraethylammonium (10 mM), a nonselective potassium-channel 
blocker, glibenclamide (10 mM), the blocker of ATP-sensitive potassium channels and 4-aminopiridine, a 
blocker of voltage-gated potassium channels. 

Conclusion. Our study has shown that the impact of ATP on segments with intact endothelium depends on 
the ATP-sensitive potassium channels whereas the impact of ATP on endothelium-denuded aortic segments 
depends on both ATP-sensitive and voltage-gated potassium channels.

Key words: ATP, potassium channels, smooth muscle cells.
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РЕЗЮМЕ

В настоящее время большой интерес представляет роль микробиоты в патогенезе различных болезней, 
а также ее диагностический и терапевтический потенциал. Болезнь Паркинсона – нейродегенеративное 
заболевание, для которого было показано изменение состава кишечной микробиоты в сравнении со 
здоровым контролем. 

Цель данного исследования – сравнительная характеристика кишечной микробиоты лиц с болезнью 
Паркинсона и другими неврологическими заболеваниями, включая идиопатическую семейную дистонию, 
эссенциальный тремор, рассеянный склероз, множественную системную атрофию для определения ми-
кробиотического ландшафта, характерного именно для болезни Паркинсона.

Материал и методы. В исследование были включены 93 пациента с диагнозом болезни Паркинсона и 
33 пациента с иными неврологическими заболеваниями. Для каждого пациента проведено физикальное 
обследование и собраны образцы фекалий. Определение состава микробиоты проводилась секвенирова-
нием бактериальных генов 16S рРНК с последующим биоинформатическим и статистическим анализом.

Результаты. При сравнительном анализе состава микробиоты были найдены значимые различия. Ми-
кробиота кишечника лиц с болезнью Паркинсона характеризовалась увеличением содержания бактерий 
видов Desulfovibrio piger, Lactobacillus mucosae, Yokenella regensburgei, Alistipes indistinctus, Oscillospira 
capillosus, Clostridium bolteae, Soleaferrea massiliensis, Butyricimonas virosa, Dorea massiliensis, Victivallis 
vadensis. У лиц с другими неврологическими заболеваниями преобладали бактерии родов Blautia, 
Intestinibacter, Coprococcus и видов Anoxystipes fissicatena, Fusobacterium periodonticum, Gemmiger 
formicilis, Papillibacter cinnamivorans, Roseburia faecis, Lachnoclostridium indolis, Clostridium populeti, 
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время большой интерес пред-

ставляет роль симбиотических микроорганизмов, 
населяющих кишечник человека, в ýтиологии и 
патогенезе различных болезней. Микробиота яв-
ляется сложноорганизованной динамической си-
стемой, активно вовлеченной в различные физио-
логические процессы, протекающие в организме. 
Она участвует в пищеварении, стимуляции и под-
держании на должном функциональном уровне 
иммунной системы, синтезе витаминов, медиа-
торов и биологически активных веществ, таких 
как ацетат и бутират, а также в защите макро-
организма от колонизации несвойственной ему 
микрофлорой [1]. Согласно концепции «ось – 
кишечник – мозг», микробиота также способна 
вмешиваться в работу нервной системы как на 
локальном уровне, так и на системном, вплоть до 
влияния на когнитивные функции человека [2, 3]. 
Актуальным направлением является исследование 
микробиоты человека при заболеваниях нервной 
системы, в частности при нейродегенеративной 
патологии [4]. Болезнь Паркинсона является од-
ним из самых частых нейродегенеративных за-
болеваний, уступая по распространенности лишь 
болезни Альцгеймера [5], и представляет собой 
значительную медико-социальную и ýкономиче-
скую проблему [6]. Благодаря развитым компен-
саторным механизмам головного мозга, данное 
заболевание характеризуется длительным перио-
дом бессимптомного течения, в результате чего к 
моменту клинического дебюта и началу лечения 
погибают до 90% дофаминергических нейронов, 
что в большинстве случаев оставляет возмож-
ность проведения лишь заместительной терапии. 
Учитывая ýто, большое значение приобретает 
поиск возможных патогенетических механизмов, 
лежащих в основе болезни Паркинсона, и био-
маркеров, позволяющих проводить ее раннюю 
диагностику. 

Ранее было показано, что кишечная микробио-
та пациентов с болезнью Паркинсона отличается 

Clostridium tertium, Roseburia intestinalis, Eubacterium desmolans, Eubacterium cylindroides, Clostridium 
clariflavum, Eubacterium eligens, Coprococcus eutactus, Intestinibacter bartlettii.

Выводы. Микробиота кишечника  при болезни Паркинсона отличается по таксономическому разно- 
образию и бактериальному составу от микробиоты пациентов с другими неврологическими заболевани-
ями, в том числе нейровоспалительными и нейродегенеративными. 

Ключевые слова: кишечная микробиота, болезнь Паркинсона, неврологические заболевания, рассе-
янный склероз, секвенирование 16S рРНК.

от микробиоты здоровых доноров по таксономи-
ческому составу. Отмечено, что изменение ком-
позиции микробиоты потенциально может быть 
использовано для диагностики [7, 8]. Однако на 
настоящий момент не известно, специфичны ли 
данные изменения для болезни Паркинсона, или 
же схожие нарушения в составе микробиоты на-
блюдаются и при других неврологических забо-
леваниях. Поиск микробиотического ландшафта, 
характерного именно для болезни Паркинсона, 
позволит уточнить как диагностический потенци-
ал микробиоты, так и получить новую информа-
цию о патогенезе данного заболевания.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование были включены 93 пациента с 

подтвержденным клиническим диагнозом болезни 
Паркинсона и 33 пациента с иными неврологиче-
скими заболеваниями. В группу иной неврологи-
ческой патологии вошли: пять пациентов с диа-
гнозом «идиопатическая семейная дистония», 10 
пациентов с диагнозом «ýссенциальный тремор», 
15 пациентов с диагнозом «рассеянный склероз» и 
по одному пациенту с диагнозами «множественная 
системная атрофия», «деменция с тельцами 
Леви» и «острый рассеянный ýнцефаломиелит». 
Для каждого пациента проведено физикальное и 
неврологическое обследование, собран анамнез 
жизни и получен биоматериал – образцы кала.

Выделение ДНК проводилось в соответствии 
с описанной методикой [9]. Подготовка библи-
отек и ампликонное секвенирование маркерно-
го вариабельного участка V3–V4 бактериальных 
генов 16S рРНК проводилось на приборе MiSeq 
(Illumina, США) согласно стандартному протоко-
лу производителя.

Фильтрация прочтений по качеству и их так-
сономическая классификация проведены с помо-
щью программного обеспечения QIIME версии 
1.9.1 [10]. Для более точного определения таксо-
номической принадлежности прочтений приме-
нялся подход, включающий в себя использование 
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двух таксономических баз данных. На первом 
ýтапе командой pick_rep_set.py осуществлял-
ся подбор референсного набора операционных 
таксономических единиц (ОТЕ) бактерий на ос-
новании сравнения полученных прочтений генов 
16S рРНК с базой данных GreenGenes версии 13.5 
[11]. На втором ýтапе командой assign_taxonomy.
py с использованием алгоритма RDP проводилось 
определение таксономической принадлежности 
данных ОТЕ на основе специализированной базы 
данных кишечной микробиоты человека HITdb, 
которая содержит информацию о связи ОТЕ с 
ближайшими культивируемыми видами [12]. Та-
кой подход позволил осуществить как более 
точную таксономическую классификацию ми-
кробиоты, так и сохранил возможность предска-
зания функциональной активности метагеномов 
больных.

Оценка α- и β-разнообразия проводилась с ис-
пользованием программного обеспечения QIIME. 
Для оценки α-разнообразия (таксономического 
богатства сообществ кишечных бактерий) прово-
дилось прореживание образцов до уровня образ-
ца с минимальным числом прочтений (3 400 про- 
чтений/образец) с последующим подсчетом так-
сономических индексов разнообразия chao1, 
Shannon, PD whole tree и observed OTUs в ис-
следуемых группах и сравнением индексов с ис-
пользованием непараметрического t-теста Уýлча. 
Результат представлен в виде среднего значения 
М и стандартного отклонения m. Оценка β-раз-
нообразия (меры попарных различий между со-
обществами кишечных бактерий) проводилась 
с использованием анализа главных координат 
(PCoA) при расчете метрики weighted Unifrac и 
нормализации данных с использованием алго-
ритма CSS [13]. Для определения достоверно-
сти попарного различия сообществ по составу 
микробиоты и вклада исследуемых заболеваний 
в данное различие использовался непараметри-
ческий дисперсионный анализ (функция Adonis 
пакета vegan языка R) и MRPP (Multi-response 
permutation procedure, процедура перестановки 
с анализом множественного отклика) с оценкой 
достоверности при 9 999 перестановках.

Для определения различий в таксономической 
композиции микробиоты микроорганизмы с низ-
кой представленностью, присутствовавшие ме-
нее чем в 20 образцах, исключались, после чего 
проводилась нормализация данных с использо-
ванием алгоритма CSS. Çатем полученные ОТЕ 
агрегировали на уровне родов и видов. Те ОТЕ, 
для которых в качестве видового наименования в 
базе HITdb было приведено название ближайше-

го культивируемого вида, считались бактериями 
данного вида. Определение статистических раз-
личий в представленности бактериальных таксо-
нов и ОТЕ проводилось с использованием алго-
ритма glm пакета stats и алгоритма fitZig пакета 
metagenomeSeq языка R при учете влияния воз-
раста на состав кишечной микробиоты. Для учета 
влияния возраста на состав флоры к статистиче-
ским моделям glm и fitZig наряду с переменной 
«статус по заболеванию» добавлялась ковариата 
«возраст». Различия в представленности бакте-
рий считались достоверными и не зависящими от 
возраста пациента, если ковариата «возраст» не 
включалась статистически достоверно в модель 
для данной бактерии (p ≥ 0,05). При достовер-
ном включении в модель переменной «статус по 
заболеванию» для данной бактерии (p < 0,05). 
Поправка на множественные сравнения проводи-
лась по методу Бенджамини –Хохберга, различия 
считались достоверными при значении p < 0,05 
после применения поправки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Медиана возраста пациентов с болезнью Пар- 

кинсона, включенных в исследование, составила 
69 [64; 76] лет, лиц с иной неврологической па- 
тологией – 58 [38; 66] лет. Ввиду статистически 
достоверных различий в возрасте между группами 
больных (W = 2407; p < 0,001) проведена оценка 
вклада возраста в вариабельность микробиоты 
при помощи непараметрического дисперсионного 
анализа при 9 999 перестановках. Отмечено, что 
возраст вносит вклад в вариабельность состава 
кишечной флоры (R2 = 0,02; p = 0,01), поýтому 
при проведении статистических расчетов учиты-
валось влияние возраста.

Общее количество классифицированных ОТЕ 
составило 6 688 441, среднее значение прочтений 
на образец 53 083 ± 26 364 (минимальное 3 420 
и максимальное 162 191 прочтений/образец) до 
применения фильтрации низко представленных 
ОТЕ бактерий. Преобладающие рода микроор-
ганизмов (в сумме 90% от состава метагенома) 
указаны на рис. 1. Наиболее часто встречающи-
мися родами в микробиоте кишечника при болез-
ни Паркинсона являются Faecalibacterium (8,09 ±  
4,32)%, Eubacterium (7,28 ± 1,79)%, Bacteroides 
(6,75 ± 3,27)%, Clostridium (6,72 ± 2,80)%, Blautia 
(6,33 ± 3,82)% и Oscillibacter (6,15 ± 2,85)%. У 
лиц с диагнозом «идиопатическая семейная  
дистония» наиболее распространены рода Faeca- 
libacterium (12,68 ± 3,34)%, Blautia (7,49 ± 3,62)%,  
Eubacterium (7,06 ± 1,34)%, Bacteroides (6,21 ± 
2,25)% и Prevotella (5,96 ± 3,20)%. Микробиота  
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пациентов с ýссенциальным тремором характе-
ризуется большим количеством бактерий родов  
Faecalibacterium (10,20 ± 6,60)%, Blautia (9,94 ± 
4,89)%, Clostridium (8,29 ± 1,66)%, Eubacterium 
(7,94 ± 1,61)% и Bacteroides (5,83 ± 2,58)%. При рас-
сеянном склерозе отмечается наиболее выражен-
ная представленность Faecalibacterium (12,21 ±  
2,37)%, Blautia (11,99 ± 2,97)%, Clostridium  
(7,59 ± 1,62)% и Eubacterium (7,56 ± 0,70)%.

При оценке α-разнообразия микробиоты ки-
шечника при болезни Паркинсона в сравнении 
с лицами с другими неврологическими заболе-
ваниями выявлены статистически достоверные 

различия в таксономическом богатстве сооб-
ществ. По результатам оценки метрики α-разно-
образия PD whole tree, учитывающей не только 
число различных ОТЕ, но и их таксономическое 
положение, установлено, что таксономическое 
разнообразие кишечной микробиоты в груп-
пе с другими неврологическими заболеваниями 
ниже в сравнении с группой пациентов с бо-
лезнью Паркинсона (29,61 ± 2,80 и 31,32 ± 4,23 
соответственно; р = 0,03, рис. 2) при отсутствии 
статистически значимых различий по таксономи-
ческому разнообразию, рассчитанному с исполь-
зованием других индексов (табл. 1).

Рис. 1. Тепловая карта представленности бактериальных родов в микробиоте кишечника лиц с болезнью Паркинсона и другими 
неврологическими заболеваниями. Приведены бактериальные рода, составляющие 90% от состава микробиоты. Синий цвет со-
ответствует низкой представленности рода, желтый цвет – высокой. Красными квадратами в верхней части карты обозначены 
пациенты с болезнью Паркинсона, зелеными – лица с диагнозом «идиопатическая семейная дистония», синими – пациенты с 
диагнозом «ýссенциальный тремор», голубыми – лица с диагнозом «рассеянный склероз», малиновым – пациент с диагнозом 
«множественная системная атрофия», желтым – пациент с диагнозом «острый рассеянный ýнцефаломиелит», черным – пациент 

с деменцией с тельцами Леви. Данные приведены в логарифмированном по основанию втором виде
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В ходе оценки β-разнообразия, проведенной 
методом MRPP и непараметрическим диспер-
сионным анализом, установлены попарные раз-
личия в составе микробиоты между образцами 
пациентов с болезнью Паркинсона и другими 
неврологическими заболеваниями, однако вклад 
заболевания в состав микробиоты оказался не 
слишком большим (Adonis: R2= 0,04, p = 0,001; 
MRPP: Δ 0,212 и 0,197 соответственно, А = 0,020, 
р = 0,001) (рис. 3).

При оценке представленности бактериаль-
ных таксонов на уровне рода обнаружено сни-
жение содержания бактерий Blautia (p = 0,034), 
Intestinibacter (p = 0,009) и Coprococcus (p = 0,006) 
в микробиоте кишечника пациентов с болезнью 
Паркинсона (рис. 4). На уровне видов наблюда-
лась схожая тенденция – снижение представлен-
ности бактерий Intestinibacter bartlettii (p = 0,020) 
у лиц с болезнью Паркинсона по сравнению с 
пациентами с другими неврологическими заболе-
ваниями.

Таблица 1 

Значение индексов α-разнообразия микробиоты кишечника лиц с болезнью Паркинсона и другими неврологическими заболеваниями

Таксономический индекс Болезнь Паркинсона
Другие неврологические 

заболевания
t-критерий p

Chao1 798,65 ± 127,53 824,30 ± 81,03 1,07 0,27

PD whole tree 31,32 ± 4,23 29,61 ± 2,80 2,15 0,03

Observed OTUs 386,54 ± 36,17 386,87 ± 55,50 –0,03 0,97

Индекс Шеннона 6,18 ± 0,37 6,18 ± 0,53 –0,82 0,44

Индекс Симпсона 0,96 ± 0,03 0,96 ± 0,02 –0,01 1

Рис. 2. Кривые α-разнообразия, рассчитанного по индексу 
PD whole tree, для микробиоты кишечника лиц с болезнью 
Паркинсона (красный цвет) и другими неврологическими 
заболеваниями (синий цвет). «Усы» на графике обознача-
ют величину стандартного отклонения. Çначения α-разно-
образия рассчитаны на 10 точках при различной глубине 

прореживания

Рис. 3. Графики главных координат микробиоты кишечника 
лиц с болезнью Паркинсона (красные круги) и другими не-
врологическими заболеваниями (синие квадраты). Приведе-
ны графики трех первых координат, в сумме объясняющие 

48,25% вариабельности

Adonis: R2 = 0,04, p = 0,001;  MRPP: A = 0,020, p = 0,001
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Исследование особенностей состава кишечной 
микробиоты с помощью пакета metagenome Seq 
показало, что наличие болезни Паркинсона 
ассоциировано с повышением содержания ОТЕ 
бактерий видов: Desulfovibrio piger, Lactobacillus 
mucosae, Yokenella regensburgei, Alistipes indi- 
stinctus, Oscillospira capillosus, Clostridium bol- 

teae, Soleaferrea massiliensis, Butyricimonas virosa, 
Dorea massiliensis, Victivallis vadensis, Tyzzerella 
[Clostridium] lactatifermentans и рода Cellulo- 
silyticum. При ýтом ОТЕ вида Victivallis vadensis 
и рода Cellulosilyticum присутствовали только 
в группе пациентов с болезнью Паркинсона  
(табл. 2). 

Рис. 4. Содержание бактерий в микробиоте лиц с болезнью Паркинсона (G20) и другими неврологическими  
заболеваниями (other)

Т а б л и ц а  2 

Различия в представленности ОТЕ бактерий в микробиоте кишечника лиц с болезнью Паркинсона и другими неврологическими 
заболеваниями
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LogFC р

Desulfovibrio piger 100 29 1 2932 8 –2,719 0,020
Lactobacillus mucosae 100 56 13 17501 489 –2,327 0,049

Yokenella regensburgei JN175339 93,8 45 13 2924 157 –2,183 0,017
Alistipes indistinctus AB600999 96 30 7 1026 52 –2,055 0,017

Cellulosilyticum 100 15 0 372 0 –1,875 0,014
Christensenella minuta AB490809 84,1 44 12 1721 101 –1,613 0,048

Oscillospira[Pseudoflavonifractor] capillosus 
AY136666

91,2 53 13 1622 375 –1,587 0,048

Clostridium bolteae AJ508452 90,7 32 4 619 31 –1,459 0,048
Soleaferrea massiliensis JX101688 88,9 27 7 380 33 –1,420 0,036

Butyricimonas virosa 100 48 7 588 109 –1,417 0,049

Bulletin of Siberian Medicine. 2016; 15 (5):  113–125

Сравнительный анализ кишечной микробиоты при болезни ПаркинсонаПетров В.А., Алифирова В.М., Салтыкова И.В. и др.

Coprococcus Blautia

IntestinibacterIntestinibacter bartletti



119

Оригинальные статьи

Название ОТЕ

C
тр

ук
ту

р
н
о
е 

сх
о
дс

тв
о
 с

 
р
еф

ер
ен

со
м
, 

%

К
о
л-

во
 

о
бр

аз
ц
о
в 

в 
гр

уп
пе

 G
20

К
о
л-

во
 

о
бр

аз
ц
о
в 

в 
гр

уп
пе

 o
th

er

К
о
л-

во
 

пр
о
чт

ен
и
й
 в

 
гр

уп
пе

 G
20

К
о
л-

во
 

пр
о
чт

ен
и
й
 в

 
гр

уп
пе

 o
th

er

LogFC р

Tyzzerella lactatifermentans 100 18 1 296 7 –1,390 0,049
Dorea massiliensis JX101687 93,9 29 6 234 11 –1,160 0,036
Victivallis vadensis AY049713 94 15 0 68 0 -1,038 0,014

Anoxystipes fissicatena NR 104800.1 94,9 23 17 48 49 0,777 0,014
Fusobacterium periodonticum AB910749 96,5 7 9 49 25 0,777 0,049

Gemmiger formicilis GU562446 92,7 20 12 55 34 0,787 0,014
Papillibacter cinnamivorans AF167711 89,7 58 18 181 112 0,810 0,014

Alistipes senegalensis JF824804 96 10 7 20 18 0,948 0,004
Roseburia faecis 100 35 21 140 119 1,034 0,014

Lachnoclostridium indolis 100 9 9 10 44 1,085 0,001
Blautia 100 92 33 95742 69333 1,101 0,014

Coprococcus 100 86 32 2484 1652 1,374 0,021
Clostridium populeti X71853 90,5 59 27 951 577 1,435 0,022

Peptostreptococcaceae 100 83 29 4451 2444 1,436 0,049
Clostridium tertium JX267105 95,7 37 23 373 324 1,510 0,009

Roseburia intestinalis 100 57 28 1652 1517 1,552 0,042
Eubacterium desmolans EUBRRDO 94,2 80 32 4144 3175 1,577 0,041
Christensenella minuta AB490809 84,9 57 19 1075 593 1,581 0,014

Eubacterium cylindroides AB018186 79,3 10 6 241 700 1,665 0,047
Anoxystipes fissicatena NR 104800.1 92,3 46 21 399 462 1,691 0,004
Clostridium clariflavum NR 102987.1 83,7 13 6 571 201 1,778 0,036
Phascolarctobacterium faecium X72867 93,9 10 4 326 281 1,816 0,014

Erysipelatoclostridium ramosum 100 28 14 358 727 1,892 0,017
Anaerostipes 100 92 33 35096 25719 1,940 0,049

Fusicatenibacter 100 88 32 15808 10019 2,048 0,048
Eubacterium eligens 100 55 21 7624 2783 2,318 0,030
Coprococcus eutactus 100 45 17 2665 2798 2,418 0,009

Intestinibacter bartlettii 100 88 32 12953 12440 2,499 0,009
Anoxystipes fissicatena NR 104800.1 92 50 24 2770 2019 2,755 0,001

П р и м е ч а н и е. Структурное сходство с референсом – доля структурного сходства найденной ОТЕ с ýталонной в базе данных 
HITdb; кол-во образцов в группе G20 – количество пациентов с болезнью Паркинсона, имеющих данную ОТЕ в составе кишечной 
микробиоты; кол-во образцов в группе other – количество пациентов с другими неврологическими заболеваниями, имеющих данную 
ОТЕ в составе кишечной микробиоты; кол-во прочтений в группе G20 – количество прочтений данной ОТЕ в группе пациентов с 
болезнью Паркинсона; кол-во прочтений в группе other – количество прочтений данной ОТЕ в группе пациентов с другими невроло-
гическими заболеваниями; LogFC – кратность различия в представленности ОТЕ; отрицательные значения свидетельствуют о более 
выраженном содержании данной ОТЕ у лиц с болезнью Паркинсона, положительные значения свидетельствуют о более выражен-
ном содержании данной ОТЕ у пациентов с другими неврологическими заболеваниями; p приведены с поправкой на множественное 
сравнение по Бенджамини – Хохбергу.

О к о н ч а н и е  т а б л.  2 

В свою очередь, наличие других неврологи- 
ческих заболеваний ассоциировано с повышением 
представленности ОТЕ бактерий видов: Anoxysti- 
pes fissicatena, Fusobacterium periodonticum, 
Gemmiger formicilis, Papillibacter cinnamivorans, 
Alistipes senegalensis, Roseburia faecis, Lachno- 
clostridium indolis, Clostridium populeti, Clostri- 
dium tertium, Roseburia intestinalis, Eubacterium 
desmolans, Eubacterium cylindroides, Clostridium 
clariflavum, Phascolarctobacterium faecium, Ery- 
sipelatoclostridium ramosum, Eubacterium eligens, 
Coprococcus eutactus, Intestinibacter bartlettii, 
родов Blautia, Coprococcus, Anaerostipes, и Fusi- 
catenibacter, а также семейства Peptostrep- 
tococcaceae (см. табл. 2).

Также обнаружены различия в содержании 
ОТЕ, ассоциированных с бактерией Christen- 
senella minuta. В группе пациентов с болезнью 
Паркинсона более представлена ОТЕ, имеющая 
84,1% сходства, а в группе пациентов с другими 
неврологическими заболеваниями более встре- 
чаемой оказалась ОТЕ с 84,9% сходства по 
нуклеотидному составу с фрагментом V3–V4  
гена 16S рРНК данного микроорганизма. Биоло- 
гическая трактовка такого наблюдения за- 
труднительна.

ОБСУЖДЕНИЕ
Кишечная микробиота пациентов с болезнью 

Паркинсона отличается в среднем более богатым 
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таксономическим составом, чем микробиота при 
других неврологических заболеваниях. Богатство 
таксономического состава – одна из важнейших 
характеристик любого биома, причем снижение 
разнообразия микробиоты какого-либо из орга-
нов живого организма обычно свидетельствует 
о наличии в нем выраженного патологическо-
го процесса, чаще всего – воспаления [14, 15]. 
Снижение разнообразия кишечной микробиоты 
достаточно часто наблюдается не только при 
воспалительных заболеваниях кишечника, но и в 
случае ожирения, а также у людей, придержи-
вающихся «западной» диеты, богатой жирами и 
легкоусвояемыми сахарами [16]. Высокий уро-
вень таксономического разнообразия делает ми-
кробиоту устойчивой к изменениям в составе, в 
частности к колонизации патогенами, а снижение 
разнообразия увеличивает вероятность развития 
дисбиоза и еще большего усугубления дисбалан-
са микрофлоры [16].

В кишечной микробиоте пациентов с болез-
нью Паркинсона по сравнению с микробиотой 
при других неврологических заболеваниях на-
блюдалось снижение содержания родов и ви-
дов бактерий, относящихся к микроорганизмам 
с пробиотическими свойствами, а также проду-
центам бутирата. Так, представители рода ýу-
бактерий  Eubacterium cylindroides, Eubacterium 
desmolans и Eubacterium eligens, сниженные в 
микробиоте пациентов с болезнью Паркинсона, 
относятся к нормофлоре, населяющей организм 
человека. Известно, что Eubacterium cylindroides 
является важным источником бутирата – од-
ного из важнейших противовоспалительных 
факторов, продуцируемых симбиотическими 
бактериями кишечника [17]. К продуцентам бу-
тирата, предположительно оказывающим про-
биотическое влияние, относят также бактерии 
родов Anaerostipes, Fusicatenibacter, Roseburia, 
Blautia, Coprococcus и видов Clostridium 
populeti, Roseburia faecis и Roseburia intestinalis, 
повышенные в группе пациентов с другими 
неврологическими заболеваниями [18–20].  
Снижение представленности бактерий Roseburia, 
Blautia и Coprococcus в кишечной микробиоте 
при болезни Паркинсона отмечалось также при 
сравнении со здоровыми людьми в исследовании, 
проведенном на американской популяции [8].

С другой стороны, у пациентов с болезнью 
Паркинсона также отмечается повышение содер- 
жания некоторых бактерий с пробиотическими 
свойствами относительно микробиоты пациентов 
с другими неврологическими заболеваниями. 
Lactobacillus mucosae и Butyricimonas virosa яв-

ляются важными компонентами здоровой ми-
кробиоты и оказывают противовоспалительный 
и трофический ýффект на ýпителий кишечника 
[21, 22]. Для бактерий рода Butyricimonas по-
казано снижение представленности в кишечной 
микробиоте при рассеянном склерозе, больные 
данной патологией составляют практически по-
ловину от группы сравнения [23]. Однако наря-
ду с повышением представленности некоторых 
пробиотических бактерий в микробиоте пациен-
тов с болезнью Паркинсона преобладают и ус-
ловно патогенные бактерии: Desulfovibrio piger  
(вид ассоциирован с воспалительными заболе-
ваниями кишечника), и оппортунистический па-
тоген Yokenella regensburgei [24]. В настоящее 
время нейровоспаление рассматривается как 
ýтиологический фактор болезни Паркинсона [25]. 
Преобладание микроорганизмов с провоспали- 
тельными свойствами при снижении содержания 
противовоспалительных бактерий в микрофлоре 
лиц с болезнью Паркинсона отмечается и при 
сравнении  ýтих пациентов со здоровыми людьми 
[8], что может служить важным признаком роли 
нейровоспаления в развитии данного заболевания.

Достаточно интересным является снижение 
представленности в микробиоте пациентов с бо-
лезнью Паркинсона бактерий Lachnoclostridium 
indolis и Intestinibacter bartlettii, участвующих в 
метаболизме аминокислот, в частности трипто-
фана. Бактерии вида Intestinibacter bartlettii 
(ранее причисляемые к роду клостридий [26]) 
участвуют в метаболизме белков, получаемых 
с растительной пищей, а именно в переработке 
ароматических аминокислот до фенилуксусной, 
4-гидроксифенилуксусной и, наиболее активно, 
β-индолилуксусной кислоты – вещества группы 
ауксинов, растительных гормонов [27]. Сама 
β-индолилуксусная кислота оказывает туморо-
токсический ýффект из-за повреждения ДНК 
клеток [28, 29]. Одно из производных β-индо- 
лилуксусной кислоты, митохониевая кислота, 
оказывает защитное воздействие на фибробла-
сты, полученные от больных с нейродегенера-
тивной патологией, вероятнее всего благодаря 
олигомеризации АТФ-синтазы и последующей 
продукции большего количества АТФ [30]. По-
ражение митохондрий является одним из вероят-
ных патогенетических механизмов, приводящих к 
развитию болезни Паркинсона. Снижение пред-
ставленности данных бактерий у лиц с болез-
нью Паркинсона может указывать на большую 
подверженность митохондрий таких пациентов 
различного рода поражениям, потенциально спо-
собствующим развитию болезни Паркинсона.
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Наряду с нейровоспалением, изменение ра-
боты нервной системы, в частности на уровне 
синапсов, рассматривается как один из общих 
ýтиологических факторов нейродегенеративных 
и нейроонтогенетических заболеваний [31]. В 
ýтой связи достаточно актуально повышение со-
держания Clostridium bolteae в микробиоте ки-
шечника при болезни Паркинсона, поскольку для 
данных бактерий показана ассоциация с аутиз-
мом [32]. Кроме того, в микробиоте кишечника 
пациентов с болезнью Паркинсона отмечается 
повышение представленности бактерий, способ-
ных оказывать влияние на работу нейронов. Так 
Lactobacillus mucosae, содержание которой в ми-
кробиоте кишечника повышается как в сравнении 
с другими неврологическими заболеваниями, так 
и при сравнении с группой здорового контроля 
на финской популяции [7], способна влиять на 
секрецию α-синуклеина через взаимодействия с 
нейронами кишечника [33, 34]. Кроме того, одно 
из производных β-индолилуксусной кислоты, вы-
деляемой ранее упоминавшийся Intestinibacter 
bartlettii, – 5-гидроксииндолилуксусная кислота –  
является метаболитом серотонина и способно 
оказывать влияние на работу нервной системы, в 
частности понижать болевой порог [35].

Также выявлено изменение представленности 
бактерий, связанных с потерей и набором веса. 
Так, у пациентов с болезнью Паркинсона отме-
чается повышение содержания бактерий Dorea 
massiliensis и Soleaferrea massiliensis, которые 
выделены из фекалий пациента с анорексией 
[36], а также Oscillospira [Pseudoflavonifractor]
capillosus, ассоциированных с низким уровнем 
индекса массы тела у людей [37]. Тогда как у лиц 
с другими неврологическими заболеваниями по-
вышается содержание провоцирующей набор мас-
сы тела бактерии Erysipelatoclostridium ramosum 
[38]. Известно, что изменения в составе микро-
биоты кишечника могут провоцировать изменение 
веса организма-хозяина [39]. Одним из проявле-
ний болезни Паркинсона является потеря веса па-
циентом [40], что может быть связано в том числе 
и с изменением состава микробиоты кишечника.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования уста-

новлено, что микробиота кишечника при болезни 
Паркинсона достоверно отличается по таксо-
номическому разнообразию и бактериальному 
составу от микробиоты пациентов с другими 
неврологическими заболеваниями, в том числе 
нейровоспалительными и нейродегенеративными. 

Микробиотический ландшафт кишечника при бо-
лезни Паркинсона имеет ряд особенностей, ха-
рактерных для больных с данной патологией в 
сравнении с пациентами, страдающими от других 
неврологических заболеваний. 
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План и проведение научно-исследователь-

ской работы полностью соответствовали прин-
ципам Надлежащей клинической практики (Good 
Clinical Practice – GCP) и Хельсинской деклара-
ции (включая поправки). Протокол исследования 
был одобрен независимым ýтическим комите-
том СибГМУ (заключение № 3669 от 22 декабря 
2014 г.). Письменное информированное согласие 
получали от всех пациентов или от их близких 
родственников и лиц, официально признанных 
ответственными за пациентов на момент проведе-
ния исследования. Пациенты и их родственники 
были информированы о характере исследования, 
его цели и возможных осложнениях, а также 
могли в любое время в одностороннем порядке 
прервать исследование.
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ABSTRACT

Currently the role of microbiota in diseases pathogenesis, its therapeutic and diagnostic potential are of the 
utmost interest for scientists and medical doctors. Parkinson’s disease is neurodegenerative disorder for which 
microbiota’s dysbiosis was previously shown. 

The main goal of the study is to compare the colon microbiota composition in case of Parkinson’s disease 
and other neurological pathologies, including idiopathic familial dystonia, essential tremor, multiple sclerosis, 
multiple system atrophy in order to determine the intestinal flora landscape specific to Parkinson’s disease.

Material and methods. One hundred twenty-six patients, 93 with Parkinson’s disease and 33 with other 
neurological pathology were examined. For all patients, physical examination and fecal samples collection 
were performed. Microbiota taxonomic composition was analyzed by sequencing of bacterial 16S rRNA genes 
followed by bioinformatic and statistical analysis.

As a result of the study, significant differences between groups in microbiota composition were found. 
Gut microbiota of patients with Parkinson’s disease was characterized by increase of Desulfovibrio piger, 
Lactobacillus mucosae, Yokenella regensburgei, Alistipes indistinctus, Oscillospira capillosus, Clostridium 
bolteae, Soleaferrea massiliensis, Butyricimonas virosa, Dorea massiliensis, Victivallis vadensis abundances. 
Patients with other neurological diseases had increased levels of bacteria belonging to Blautia, Intestinibacter, 
Coprococcus genera and Anoxystipes fissicatena, Fusobacterium periodonticum, Gemmiger formicilis, 
Papillibacter cinnamivorans, Roseburia faecis, Lachnoclostridium indolis, Clostridium populeti, Clostridium 
tertium, Roseburia intestinalis, Eubacterium desmolans, Eubacterium cylindroides, Clostridium clariflavum, 
Eubacterium eligens, Coprococcus eutactus, Intestinibacter bartlettii species in their gut microbiota.

Consequently, gut microbiota in case of Parkinson’s disease was different from the microbiota of patients 
with other neurological diseases, including neuroinflammatory and neurodegenerative disorders, in terms of 
taxonomic diversity and composition. 

Key words: gut microbiota, Parkinson’s disease, multiple sclerosis, neurological diseases, 16S rRNA gene 
sequencing.
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ВВЕДЕНИЕ
Почти сразу после открытия кислорода в на-

чале 1770-х гг., приоритет которого оспаривает-
ся между трудами английского химика Джозефа 
Пристли и шведского фармацевта Карла Виль-
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Изучить функциональное состояние диафрагмы у больных хронической обструк-
тивной болезнью легких (ХОБЛ), осложнившейся хронической гипоксемией.

Материал и методы. Были обследованы 90 больных ХОБЛ (III–IV стадии по классификации GOLD, 
2015), относящихся к группе риска D: 45 больных с хронической гипоксемией и 45 нормоксемичных па-
циента. Оценивались спирометрические показатели, сатурация кислорода и кислород артериальной кро-
ви, одышка по шкале модифицированного вопросника Британского медицинского исследовательского 
совета (mMRC), количество обострений ХОБЛ. Проводилось ультразвуковое исследование диафрагмы.

Пациенты обследовались дважды, исходно при поступлении в стационар и через 12 мес. Всем больным 
с хронической гипоксемией назначали длительную кислородотерапию (ДКТ).

Результаты. Изучение характеристик больных ХОБЛ показало, что пациенты с гипоксемией отлича-
лись от нормоксемичных больных не только более выраженными одышкой и ограничением скорости 
воздушного потока, но и функциональным состоянием диафрагмы. Назначение ДКТ сопровождалось 
через 1 год у больных с гипоксемией динамикой функционального состояния диафрагмы (увеличением 
скорости расслабления мышечной части диафрагмы при спокойном дыхании) и снижением числа обо-
стрений ХОБЛ.

Заключение. Изменение функции диафрагмы может быть одним из механизмов положительного влия-
ния ДКТ на прогноз ХОБЛ, в том числе на число обострений болезни у больных с гипоксемией.

Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких, гипоксемия, длительная кислородо- 
терапия, диафрагма.
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гельма Шееле, стали предприниматься попытки 
использования ýтого газа в медицинских целях. 
Пионерами в области применения кислорода для 
длительной терапии респираторных заболева-
ний стали в 1950–1960 гг. A. Barach, J.E. Cotes, 
J.C. Gilson, A.K. Pierce, T. Petty [1]. Благодаря 
их усилиям длительная кислородотерапия (ДКТ) 
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в амбулаторных условиях к настоящему времени 
является общепризнанным и, что немаловажно, 
широко распространенным методом оказания ме-
дицинской помощи больным с хронической ги-
поксемической дыхательной недостаточностью 
(ХГДН). 

В 2013 г. в г. Санкт-Петербурге был открыт 
Городской респираторный центр, основной зада-
чей которого является организация ДКТ больным 
с ХГДН. Существенным отличием работы центра 
стало обеспечение больных кислородными кон-
центраторами, которое в соответствии с решени-
ем правительства г. Санкт-Петербурга впервые в 
Российской Федерации финансируется из город-
ского бюджета. Начиная с 2015 г. предоставлено 
уже около 100 концентраторов. Такой подход 
является ýкономически оправданным. Снижая 
количество обострений хронической обструктив-
ной болезни легких (ХОБЛ), основной причины 
ХГДН, проведение ДКТ позволяет уменьшить ко-
личество госпитализаций таких пациентов и, как 
следствие, общие расходы на их лечение [2].

Назначение ДКТ рассматривается как един-
ственный способ продлить жизнь больному с 
ХГДН. Показано, что проведение такого лечения 
оказывает положительное действие на легочную 
гемодинамику, сопровождается повышением пе-
реносимости физических нагрузок, уменьшением 
выраженности депрессии, улучшением качества 
жизни [3]. Вместе с тем остается и много вопро-
сов, требующих дальнейшего уточнения. Совре-
менные принципы назначения ДКТ по-прежнему 
вытекают из результатов всего двух исследова-
ний, Nocturnal Oxygen Therapy Trial (NOTT) и 
Medical Research Council Trial (MRC), проведен-
ных еще в начале 1980-х гг. и методологически 
не вполне совпадавших. Не вполне ясно, в част-
ности, насколько ýффективно назначение ДКТ 
не только больным ХОБЛ, которая была услови-
ем включения в NOTT и MRC, но и пациентам, 
страдающим другими заболеваниями, приводя-
щими к ХГДН (интерстициальные заболевания 
легких, муковисцидоз и т.д.). Дискутируется це-
лесообразность кислородного лечения при про-
должении пациентом курения, в случаях, когда 
выраженная гипоксемия наблюдается только в 
периоды обострений респираторной патологии, 
или когда ДКТ сочетается с другими методами 
респираторной поддержки, например неинвазив-
ной вентиляцией легких.

Детализация показаний к назначению ДКТ 
тесно связана с выявлением предикторов необ-
ходимости для пациента в обозримом будущем 
такого лечения и выживаемостью больных, уже 

находящихся на кислородной поддержке. Пред-
принимались повторные попытки выяснить про-
гностическое значение нарушений показателей 
функции внешнего дыхания, особенно такой 
скрининговой величины, как объем форсирован-
ного выдоха за первую секунду (ОФВ

1
). К насто-

ящему времени известно, что, хотя у подавляю-
щего большинства больных с ХГДН наблюдаются 
низкие уровни ОФВ

1
, само по себе его падение 

необязательно сочетается со значительной ги-
поксемией, а только делает ее подтверждение 
более вероятным [4, 5]. Влияние степени откло-
нений функции внешнего дыхания на выживае-
мость пациентов на ДКТ одними исследователя-
ми подтверждается [6], другими –  нет [7]. Риск 
летального исхода у больных, получающих кис-
лородное лечение, определяется выраженностью 
гипоксемии и гиперкапнии, анемии (особенно в 
сравнении с полицитемией), возрастом, полом 
пациента, продолжением курения, присутстви-
ем сопутствующих заболеваний [8–11]. Большое 
значение для выживания таких больных имеют 
также индекс массы тела и сопутствующие забо-
левания [12].

Еще одним фактором, который влияет на ле-
тальность среди больных ХОБЛ, является диа-
фрагмальная дисфункция [13]. Подвижность диа-
фрагмы сказывается у таких пациентов также на 
величине одышки и переносимости физических 
нагрузок [14].

Дисфункция диафрагмы у больных ХОБЛ 
объясняется рядом причин [15], которые мож-
но разделить на респираторные и системные. К 
первым относится хроническая гиперинфляция, 
приводящая к уплощению и ухудшению контрак-
тильной способности диафрагмы, а также посто-
янная необходимость справляться с преодоле-
нием повышенного сопротивления дыхательных 
путей. Системными факторами являются систем-
ное воспаление и оксидативный стресс, наруше-
ние газового состава крови, пожилой возраст и 
сопутствующие заболевания, характерные для 
больных ХОБЛ, дефицит анаболических стерои-
дов, недостаток общей физической активности, 
ряд лекарств, применяемых для лечения таких 
пациентов, в первую очередь системные глюко-
кортикостероиды. Следует ожидать, что влияние 
перечисленных факторов на состояние диафраг-
мы будет особенно велико у больных с терми-
нальными стадиями ХОБЛ, сопровождающимися 
выраженной гипоксемией.

Целью нашего исследования явилось изуче-
ние функционального состояния диафрагмы у 
больных ХОБЛ с хронической гипоксемической  
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дыхательной недостаточностью на фоне проведе-
ния длительной кислородотерапии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Обследованы 90 больных ХОБЛ, в т.ч. 69 муж-

чин и 21 женщина, средний возраст которых со-
ставил (66 ± 6) лет. В исследование включались 
больные ХОБЛ с III–IV стадиями заболевания по 
классификации GOLD, пересмотр 2015 г., отно-
сившиеся к группе риска D. В группу 1 входили 
45 больных с хронической гипоксемией, в группу 
2 – 45 нормоксемичных пациента. Преобладаю-
щим был смешанный (ýмфизематозно-бронхи-
тический) фенотип болезни. В исследование не 
включались пациенты, переносившие в течение 
последних 2 мес обострения ХОБЛ, больные с 
клинически значимой сопутствующей патологией, 
с хирургическими вмешательствами на органах 
грудной клетки, острым инфарктом миокарда, 
острым нарушением мозгового кровообращения 
в анамнезе. Проводившаяся медикаментозная те-
рапия строилась согласно Федеральным клиниче-
ским рекомендациям по диагностике и лечению 
ХОБЛ. На момент включения в исследование все 
пациенты подписали информированное согласие.

У больных оценивалась тяжесть одышки по 
шкале модифицированного вопросника Британ-
ского медицинского исследовательского совета 
(mMRC). Проводилась пульсоксиметрия с уточне-
нием уровня сатурации кислородом (SaO2, %) и 
анализ газового состава артериальной крови, по-
лученной путем катетеризации лучевой артерии, 
с определением величины парциального напряже-
ния кислорода (РаО

2
, мм рт. ст.).

Спирометрия выполнялась на приборе для 
комплексного исследования функциональных по-
казателей внешнего дыхания Masterscreen (Erich 
Jager, Германия). Определялись следующие пара-
метры: жизненная емкость легких (ЖЕЛ), фор-
сированная жизненная емкость легких (ФЖЕЛ), 
объем форсированного выдоха за первую секунду 
(ОФВ

1
), индекс Тиффно (ИТ). Оценка результа-

тов спирометрии проводилась с использованием 
должных величин, определенных по инструкции, 
разработанной Р.Ф. Клементом, Н.А.Çильбером 
(1986).

Для оценки функционального состояния ди-
афрагмы проводилось сканирование диафрагмы 
с помощью ультразвуковой диагностической си-
стемы VIVID 7 Dimension (GE, США), матричного 
конвексного датчика, несущая частота 2–4 МГц. 
Локация диафрагмы осуществлялась из правого 
подреберья, по среднеключичной линии. Исполь-
зовались следующие режимы работы аппарата: 

М-режим, анатомический М-режим, В-режим. 
Все показатели функционального состояния ди-
афрагмы определялись как при спокойном дыха-
нии (СД), так и при форсированном (ФД). Рас-
считывались фракция утолщения (ФУ), скорость 
сокращения (СС) и скорость расслабления (СР) 
мышечной части диафрагмы.

После проведенного обследования пациентам 
из группы 1 назначалась длительная кислородо- 
терапия на дому с помощью кислородных концен-
траторов продолжительностью не менее 16–18 ч  
в сутки. Через 12 мес больные обследовались по-
вторно.

В группах 1 и 2 уточнялось количество обо-
стрений ХОБЛ, произошедших в течение 1 года. 
Обострением считалось ухудшение течения бо-
лезни, потребовавшее проведения антибактери-
альной и (или) системной глюкортикостероидной 
терапии. Количество обострений, развившихся за 
12 мес наблюдения, сравнивалось с тем же пе-
риодом времени, предшествовавшим включению в 
исследование.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с помощью программы Statistica 
6.0 for Windows. С целью проверки нормальности 
распределения использовали критерий Шапиро – 
Уилка. При нормальном распределении парамет- 
ры описывались с помощью среднего арифмети-
ческого значения M и стандартного отклонения 
SD, не подчиняющиеся нормальному закону рас-
пределения – в виде медианы Me, 25-го и 75-го 
перцентилей (Q25; Q75). Для оценки достовер-
ности различий в случае нормального распреде-
ления использовали t-критерий Стьюдента, а при 
распределении, отличающимся от нормального, – 
критерии Манна –Уитни (независимые перемен-
ные) и Вилкоксона (зависимые переменные). Ста-
тистически значимым считали уровень р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В группе 1 (пациенты с с хронической гипо- 
ксемией) величина РаО

2
 составляла 59 (54;  

50) мм рт. ст., в группе 2 (пациенты с нормоксе-
мией) – 80 (72; 89) мм рт. ст. (табл. 1). Различия 
между группами по уровню РаО

2
 были достовер-

ны, p < 0,001. Пациенты из групп 1 и 2 отлича-
лись также по показателю SaO

2
: 88 (87; 90)% и 93 

(92; 94)% соответственно, p < 0,001.
Продолжительность заболевания от момента 

установления диагноза достоверно не отличалась 
и составляла 9 (6; 10) лет у пациентов из группы 
1 и 8 (6; 10) лет из группы 2. Стаж курения так-
же был сопоставимым: 40 (35; 47) пачка/лет и 40 

Функциональное состояние диафрагмы у больных хронической обструктивной болезнью Титова О.Н., Кузубова Н.А., Волчков В.А. и др.
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(40; 50) пачка/лет в группах 1 и 2 соответственно. 
У больных ХОБЛ с гипоксемией по сравнению 
с нормоксемичными пациентами выявлялась бо-
лее выраженная одышка при оценке в баллах по 
шкале mMRC: 4 (4; 4) и 2 (2; 3) соответственно, 
p < 0,001.

Показатели ЖЕЛ, ОФВ
1
 и ИТ в группах до-

стоверно не отличались, однако у больных с ги-
поксемией по сравнению с больными без гипок-
семии снижение ФЖЕЛ было заметнее, (48,7 ± 
7,5)% и (62,5 ± 5,6)% соответственно, p = 0,008.

Т а б л и ц а  1

Характеристика обследованных пациентов

Показатель Группа 1 Группа 2

Возраст, М ± SD, лет 67 ± 6 65 ± 6

Продолжительность заболевания, 
Ме (Q25; Q75), лет

9 (6; 10) 8 (6; 10)

Стаж курения, Ме (Q25; Q75), 
пачка/лет

40 (35; 47) 40 (40; 50)

РаО
2
, Ме (Q25; Q75), мм рт. ст. 59 (54; 60)** 80 (72; 89)

SaO
2
, Ме (Q25; Q75), % 88 (87; 90)** 93 (92; 94)

mMRC, Ме (Q25; Q75), баллы 4 (4; 4)** 2 (2; 3)

ЖЕЛ, М ± SD, % от должного 47,5 ± 9,7 51,5 ± 10,6

ОФВ
1
, М ± SD, % от должного 31,5 ± 7,8 33,48 ± 7,9

ФЖЕЛ, М ± SD, % от должного 48,7 ± 7,5* 62,5 ± 5,6

ИТ, М ± SD, % 51,8 ± 10,3 49,6 ± 7,7

* p = 0,008; ** p < 0,001.

При исследовании функциональных показа-
телей диафрагмы было выявлено, что больные с 
гипоксемией по сравнению с нормоксемичными 
пациентами отличались более низкими величина-
ми СР/СД: (1,45 ± 0,09) см/с и (2,13 ± 0,16) см/с 
соответственно, p = 0,014 (табл. 2).

Т а б л и ц а  2 

Характеристика функционального состояния диафрагмы  
у обследованных пациентов, М ± SD

Показатель Группа 1 Группа 2

Скорость сокращения мышечной 
части диафрагмы при спокойном 
дыхании, см/с

1,95 ± 0,11 2,14 ± 0,09

Скорость сокращения мышечной 
части диафрагмы при форсирован-
ном дыхании, см/с

4,21 ± 0,39 4,02 ± 0,35

Скорость расслабления мышечной 
части диафрагмы при спокойном 
дыхании, см/с

1,45 ± 0,09* 2,13 ± 0,16

Скорость расслабления мышечной 
части диафрагмы при форсирован-
ном дыхании, см/с

4,10 ± 0,53 4,02 ± 0,35

Фракция утолщения мышечной 
части диафрагмы при спокойном 
дыхании, см

0,22 ± 0,02 0,27 ± 0,02

Фракция утолщения мышечной 
части диафрагмы при форсирован-
ном дыхании, см

0,17 ± 0,01 0,20 ± 0,06

* p = 0,014.

Повторное обследование с учетом критери-
ев исключения прошли 32 больных из группы 1  
и 38 больных из группы 2. Трое больных из груп-
пы 1 скончались (в одном случае причиной было 
прогрессирование ХГДН, в двух – сердечно-сосу-
дистые события).

При проведении повторного обследования у 
больных в группе 1 отмечена динамика СР/СД.  
По сравнению с исходным значением (1,45 ±  
0,09) см/с на фоне ДКТ наблюдалось повыше-
ние данного показателя до (2,25 ± 0,20) см/с,  
p = 0,016. Достоверных различий между группами 
1 и 2 как по ýтому показателю, так и по другим 
параметрам, характеризующим функциональное 
состояние диафрагмы, при повторном исследова-
нии не выявлено (табл. 3).

Т а б л и ц а  3

Характеристика функционального состояния диафрагмы  
у обследованных больных ХОБЛ с гипоксемией, М ± SD

Показатель
До начала 

ДКТ
На фоне 

ДКТ

Скорость сокращения мышечной 
части диафрагмы при спокойном 
дыхании, см/с

1,95 ± 0,11 2,02 ± 0,08

Скорость сокращения мышечной 
части диафрагмы при форсирован-
ном дыхании, см/с

4,21 ± 0,39 4,35 ± 0,34

Скорость расслабления мышечной 
части диафрагмы при спокойном 
дыхании, см/с

1,45 ± 0,09* 2,25 ± 0,20

Скорость расслабления мышечной 
части диафрагмы при форсирован-
ном дыхании, см/с

4,10 ± 0,33 4,88 ± 0,35

Фракция утолщения мышечной 
части диафрагмы при спокойном 
дыхании, см

0,22 ± 0,02 0,24 ± 0,04

Фракция утолщения мышечной ча-
сти диафрагмы при форсированном 
дыхании, см

0,17 ± 0,01 0,19 ± 0,03

* p = 0,016.

Назначение ДКТ больным группы 1 ассоции-
ровалось с заметным снижением количества обо-
стрений ХОБЛ. Çа год, предшествовавший началу 
применения ДКТ, количество обострений в год 
в группе 1 оценивалось как 3 (3; 4), что суще-
ственно превышало показатель группы 2 (2 (2; 3);  
p < 0,001). Çа год применения кислородных кон-
центраторов количество обострений в группе  
1 снизилось до 2 (1; 2) (p < 0,001) и не отличалось 
от показателя группы 2, составлявшего 2 (1; 2).

В результате проведенного обследования было 
установлено, что больные ХОБЛ с ХГДН отли-
чаются от нормоксемичных пациентов не только 
более выраженными нарушениями показателей 
функции внешнего дыхания, газового состава кро-
ви, толерантности к физическим нагрузкам, но и 
характеристиками функционального состояния 
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диафрагмы. Были показаны достоверные различия 
между группами больных в отношении скорости 
расслабления мышечной части диафрагмы при 
спокойном дыхании, которая оказалась более чув-
ствительным показателем по сравнению с прочими.

Çависимость характеристик функционального 
состояния диафрагмы от тяжести течения ХОБЛ, 
в частности от степени обструктивных нарушений 
функции внешнего дыхания, уже отмечалась ра-
нее [16–18]. Возможно, что у наиболее тяжелых 
больных ХОБЛ формируется своеобразный по-
рочный круг. Прогрессирование обструктивного 
синдрома сопровождается истощением компенса-
торных возможностей и прогрессирующим утом-
лением диафрагмы, главной дыхательной мышцы, 
что в свою очередь усугубляет гиперинфляцию и 
приводит к нарастанию нарушений газового со-
става крови. Назначение в такой ситуации ДКТ 
способствует восстановлению функциональных 
возможностей диафрагмы и внешнего дыхания в 
целом.

Обострения ХОБЛ являются важнейшим фак-
тором риска, определяющим прогноз заболевания 
и влияющим на смертность, особенно у пациен-
тов с тяжелым течением болезни [19, 20]. Боль-
ные с гипоксемией, которых обследовали, гораз-
до чаще демонстрировали обострения ХОБЛ, чем 
нормоксемичные пациенты, хотя все они были 
сопоставимы по классификации GOLD (2015). 
Назначение ДКТ и коррекция газового состава 
крови сопровождались существенным снижени-
ем количества ежегодных обострений ХОБЛ, что 
согласуется с наблюдениями других авторов [21]. 
Частота обострений на фоне ДКТ у пациентов с 
ХГДН становилась сопоставимой с аналогичным 
показателем для нормоксемичных больных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что 

больные ХОБЛ с ХГДН отличаются от сопо-
ставимых нормоксемичных пациентов не только 
более выраженными одышкой и ограничением 
скорости воздушного потока, но и функциональ-
ным состоянием диафрагмы. Не исключено, что 
изменение функции основной дыхательной мыш-
цы у больных с гипоксемией после начала ДКТ 
является одним из направлений реализации по-
ложительного влияния данного метода лечения 
на количество обострений ХОБЛ. 
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ABSTRACT

Purpose. To study the functional state of the diaphragm in patients with chronic obstructive pulmonary 
disease (COPD) complicated by chronic hypoxemia.

Materials and methods. The study included 90 patients with COPD III–IV stages, group D (GOLD, 2015): 
45 patients with chronic hypoxemia and 45 normoxemic patients. The following parameters were analyzed: 
spirometric level, oxygen saturation and arterial blood oxygen, breathlessness (by the Modified British Medical 
Research Council Questionnaire), rate of COPD exacerbations. Ultrasound examination of the diaphragm was 
conducted.

Investigations were carried out twice: at baseline and after 12 months of observation. All patients with chronic 
hypoxemia were prescribed long-term oxygen therapy (LTOT).

Results. The study of functional indicators in COPD patients revealed that the presence of hypoxemia was 
characterized, as compared with normoxemic patients, not only by more severe breathlessness and airflow 
limitation, but the alteration of diaphragmatic function. LTOT appointment in hypoxemic patients was 
accompanied in a year by changes in the functional state of the diaphragm (increase in relaxation rate of the 
diaphragm during quiet breathing) and a reduction in the number of COPD exacerbations.

Conclusion. The shift in diaphragm function could mediate the positive impact of LTOT on COPD prognosis, 
including the number of COPD exacerbations in patients with hypoxemia.

Key words: chronic obstructive pulmonary disease, hypoxemia, long-term oxygen therapy, diaphragm.
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РЕЗЮМЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – это нейродегенеративное заболевание со сложным патогенезом. В поисках 
причин развития нейродегенеративного и нейровоспалительного процесса все большую роль отводят 
оси «микробиота – кишечник – мозг». 

Цель исследования – выявление связи между составом микробиоты кишечника и клиническими про-
явлениями БП. 

Материал и методы. Было обследовано 89 пациентов с диагнозом БП. Был учтен анамнез, тяжесть 
болезни по шкале Хен и Яра, произведена оценка степени проявлений БП с помощью Унифицированной 
шкалы оценки проявлений БП. Дополнительно пациентами были заполнены карты оценки самочувствия 
пациента с болезнью Паркинсона (Parkinson’s Well-Being Map). Для оценки консистенции каловых масс 
использовалась Бристольская шкала. Выделение ДНК проводилось в соответствии с ранее описанной ме-
тодикой. Подготовка библиотек и ампликонное секвенирование маркерного вариабельного участка V3–V4 
бактериальных генов 16S рРНК проводились на приборе MiSeq (Illumina, США) согласно стандартно-
му протоколу производителя. Фильтрация прочтений по баллам качества и их таксономическая класси-
фикация проведены с помощью программного обеспечения QIIME версии 1.9.0. Осуществлена оценка  
α- и β-разнообразия, проанализированы различия в представленности отдельных таксономических единиц 
между группами пациентов при использовании программного обеспечения IBM SPSS Statistics 23.1. 

Результаты. Выявлены значимые различия в представленности семи родов между группами пациен-
тов с разными формами заболевания. Всего было идентифицировано около 40 родов, относительная 
представленность которых в сумме составила 54,8% от общего микробиотического состава кишечника, 
причем часть родов имели корреляции с клиническими проявлениями заболевания. 

Заключение. Вероятно, эти микроорганизмы могут являться непосредственными участниками пато-
генеза БП и требуют более пристального внимания в свете новых тенденций воздействия на организм 
путем коррекции микробиотического состава кишечника.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, микробиом, немоторные проявления, нейродегенерация.

* Жукова Ирина Александровна, e-mail: irzhukova@inbox.ru

Bulletin of Siberian Medicine. 2016; 15 (5):  134–146



135

Оригинальные статьи

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – ýто распростра-
ненное нейродегенеративное заболевание, харак-
теризующееся моторными и немоторными про-
явлениями, которые коррелируют с возрастом и 
длительностью болезни. Немоторные проявления 
привлекают все больше внимания, так как их 
анализ может быть подтверждением новых пред-
ставлений о патогенезе БП.

Развитие нейродегенеративного процесса на 
сегодняшний день не изучены до конца. Суще-
ствует множество теорий, одна из которых – при-
онная. Данная гипотеза подразумевает первичное 
поражение периферических тканей (кишечник, 
ольфакторный ýпителий) с последующим рас-
пространением патологического процесса в виде 
агрегации α-синуклеина каудорострально – к 
центральной нервной системе [1, 2]. В основе па-
тогенеза проявлений поражения центральных и 
периферических отделов нервной системы в соот-
ветствии с данной гипотезой лежит, предположи-
тельно, модификация и мисфолдинг (неправиль-
ная укладка, упаковка белков) присутствующего 
в нормальной нервной ткани белка α-синуклеина 
с образованием его агрегатов, обладающих ци-
тотоксическим ýффектом [3, 4]. Причины такого 
действия до конца не изучены, не ясна и связь с 
нейровоспалительным процессом, имеющим место 
при нейдогенеративных заболеваниях [5]. Нейро-
воспаление может выступать как в роли триггера, 
так и быть вторичной реакцией на модификацию 
протеиновой структуры нейрона [6]. Эксперимен-
тальные исследования с нарушением связи между 
ýнтеральной нервной системой и стволом мозга с 
помощью гемиваготомии останавливали прогрес-
сирование симптомов на токсических моделях 
паркинсонизма [7]. Подобные данные получены 
и в популяционном исследовании, которое пока-
зало снижение риска развития БП у пациентов 
после ваготомии [8]. Возможна и независимая от 
блуждающего нерва связь изменений иннервации 
кишечника с центральной нервной системой че-
рез токсические и провоспалительные субстан-
ции, проникающие в системную циркуляцию из 
просвета кишечника в связи с повышением прони-
цаемости его стенок. Косвенным подтверждени-
ем прионной теории является ранний, за десятки 
лет до установления клинического диагноза БП, 
дебют вегетативных периферических проявлений 
со стороны кишечника. Альфа-синуклеин-пози-
тивные нейроны в слизистой оболочке кишечни-
ка и его депозиты в ядрах продолговатого мозга, 
регулирующих функцию желудочно-кишечного 

тракта, выявляются задолго до моторной мани-
фестации БП [9]. Частыми клиническими прояв-
лениями ýтих анатомических нарушений является 
дисфункция желудка в виде гастропареза, ранне-
го насыщения, анорексии, чувства переполнения 
желудка, тошноты и рвоты. Патология дисталь-
ного отдела желудочно-кишечного тракта встре-
чается у 20–77% пациентов с БП и часто за мно-
го лет до двигательных проявлений заболевания 
в виде запоров, сниженной скорости кишечного 
транзита, аноректальной дисфункции [10]. Çа-
поры являются одним из наиболее частых немо-
торных симптомов, тяжесть которых усиливается 
применением дофаминергических препаратов, и, в 
свою очередь, играет роль в патогенезе моторных 
флуктуаций на поздних стадиях, нарушая всасы-
вание леводопы [11]. 

Причины такой последовательности пато-
логических изменений долгое время оставались 
неизученными. Однако в связи с возрастающим 
интересом к микробиологическому составу ки-
шечника в норме и при патологии многие ис-
следователи начали отмечать ассоциацию спе- 
цифических нарушений микробиома кишечника с 
неврологической и психиатрической патологией 
[12]. Новое развитие получило понятие «ось  – 
кишечник – мозг». Один из механизмов возмож-
ной способности микробиоты кишечника регули-
ровать состояние центральной нервной системы 
осуществляется через активацию четырех типов 
toll-подобных рецепторов (TLR-2, TLR-3, TLR-4, 
TLR-7). Эти рецепторы, ýкспрессируемые нейро-
нами ýнтеральной нервной системы, связываются 
с вирусной РНК и бактериальными пептидами, 
вызывая активацию нейронов в желудочно-ки-
шечном тракте [13]. Бактерии, населяющие кишеч-
ник, способны продуцировать серотонин, мелато-
нин, гамма-аминомасляную кислоту, гистамин и 
ацетилхолин, которые известны как медиаторы 
центральной и периферической нервной системы 
[14]. Нарушение продукции ýтих молекул потен-
циально может вызывать изменения в состоянии 
центральной нервной системы. Активно изуча-
ется возможное влияние микрофлоры кишечни-
ка на развитие неврологической патологии. Так, 
получены убедительные результаты на моделях 
рассеянного склероза и нейродегенеративных за-
болеваний [15, 16]. В частности, при БП выявлено 
значимое снижение популяции бактерий семей-
ства Prevotellaceae при сравнении с контроль-
ной группой и корреляция состава микрофлоры 
кишечника с клиническим фенотипом заболе-
вания [17]. На уровне родов микроорганизмов 
установлено, что относительное преобладание  
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«противовоспалительных» продуцирующих бу-
тират бактерий Blautia, Coprococcus и Roseburia 
более характерно для группы контроля, а «про-
воспалительных» протеобактерий рода Ralstonia –  
для больных с БП. Метагеномный анализ генов 
микроорганизмов, ответственных за метабо-
лизм и биосинтез липосахаридов, также указы-
вал на наличие у пациентов провоспалительного  
дисбиоза, способного индуцировать локальный 
синтез альфа-синуклеина и последующее разви-
тие нейродегенеративного процесса [17].

Вероятно, определенные изменения микробио-
ма кишечника и функции желудочно-кишечного 
тракта могут являться прогностическим факто-
ром и (или) критерием для формирования групп 
риска развития БП, а также возможной точкой 
отсчета для разработки новых препаратов с ней-
ропротективным ýффектом. 

Целью представленной работы являлось изу-
чение взаимосвязи клинических проявлений БП 
с микробиотой кишечника и создание коллекции 
биологического материала пациентов с БП. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
В исследование было включено 89 пациентов с 

диагнозом БП. Диагноз определяли согласно об-
щепринятой Международной классификации бо-
лезней 10-го пересмотра (МКБ-10). Специальный 
код рубрики для БП – G20 по МКБ-10. Верифика-
цию диагноза БП осуществляли в соответствии с 
международными клинико-диагностическими кри-
териями Банка головного мозга общества БП Ве-
ликобритании (UK Parkinson’s Disease Society Brain 
Bank). Диагноз формулировали согласно рекомен-
дациям Центра ýкстрапирамидных заболеваний 
Минздрава РФ с указанием клинической формы, 
наличия постуральной неустойчивости и наруше-
ния ходьбы, преобладания выявленных симптомов 
в конечностях, выраженности когнитивных нару-
шений, депрессии и вегетативной недостаточности; 
уточнением темпа прогрессирования, с учетом на-
личия осложнений, связанных с длительным лече-
нием леводопосодержащими препаратами. Стадию 
заболевания оценивали по шкале Хен и Яра у каж-
дого субъекта, когда он находился в оптимальном 
«включенном» состоянии в соответствии со шка-
лой Modified Hoehn and Yahr Scale [18]. 

План и проведение научно-исследовательской 
работы полностью соответствовали принципам 
Надлежащей клинической практики (Good Clin-
ical Practice – GCP) и Хельсинской декларации 
(включая поправки) [19]. Степень выраженно-
сти проявлений паркинсонизма оценивали с по-
мощью шкалы Unified Parkinson’s Disease Rating 

Scale (UPDRS, Унифицированная рейтинговая 
шкала оценки болезни Паркинсона) [20]. Шкала 
UPDRS является стандартизированным, надеж-
ным и полноценным инструментом для опреде-
ления тяжести клинических состояний при БП. 
Первый раздел UPDRS рассматривает такие 
функции, как мышление, поведение и настро-
ение, II раздел – повседневную активность, III 
раздел – двигательные нарушения, IV раздел –  
осложнения лечения. Для дополнительной ха-
рактеристики субъективных жалоб пациента со 
стороны желудочно-кишечного тракта использо-
вали карты оценки самочувствия пациента с БП 
(Parkinson’s Well-Being Map), раздел питание и 
пищеварение, где частота предъявляемых жалоб 
представлялась в пределах от 0 до 4 (0 – никогда, 
4 – всегда).

Пациенты заполняли дневники, предусма-
тривающие характеристику различных параме-
тров дефекации в течение недели. Для опреде-
ления консистенции каловых масс использовали 
Бристольскую шкалу, включающую визуальное 
изображение семи типов стула. Данная класси-
фикация ассоциирована с содержанием воды, 
состоянием кишечной ýкосистемы и временем 
кишечного транзита. Бристольская шкала мо-
жет использоваться и в ранжированном вариан-
те: наименьшее количество баллов соответствует 
наиболее плотным типам каловых масс и мед-
ленному кишечному транзиту, тогда как высокие 
баллы указывают на максимальное содержание 
воды и наиболее быстрый транзит. В дневнике 
пациенты отмечали наличие или отсутствие за-
труднений при дефекации, ощущения неполного 
опорожнения кишечника, а также указывали дан-
ные о приеме слабительных препаратов.

У всех обследуемых изучали микробиотическое 
разнообразие кишечника. Çабор материала осу-
ществляли согласно стандартизованной методике 
забора образцов кала. Из образцов, прошедших 
ýтап контроля качества, выделяли тотальную мета-
геномную ДНК микробиоты в соответствии с опи-
санной стандартной методикой [21]. Подготовка 
библиотек и ампликонное секвенирование маркер-
ного вариабельного участка V3–V4 бактериальных 
генов 16S рРНК проводили на приборе MiSeq (Il-
lumina, США) согласно стандартному протоколу 
производителя. Фильтрация прочтений по каче-
ству и их таксономическая классификация про-
водилась с помощью программного обеспечения 
QIIME версии 1.9.0 [22]. Для более точного опре-
деления таксономической принадлежности про-
чтений использовали подход, включающий в себя 
применение двух таксономических баз данных. На 
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первом ýтапе командой pick_rep_set.py осущест-
вляли подбор референсного набора операционных 
таксономических единиц (ОТЕ) бактерий на ос-
новании сравнения полученных прочтений генов 
16S рРНК с базой данных GreenGenes версии 13.5 
[23]. На втором ýтапе командой assign_taxonomy.
py с использованием алгоритма RDP определяли 
таксономическую принадлежность данных ОТЕ 
на основе специализированной базы кишечной 
микробиоты человека HITdb, которая содержит 
информацию о связи ОТЕ с ближайшими культи-
вируемыми видами [24]. Таксономическая инфор-
мация о микробиоте кишечника была агрегирова-
на на уровне бактериальных родов.

Для оценки α-разнообразия проводили про-
реживание образцов до уровня образца с ми-
нимальной представленностью ОТЕ (3400 ОТЕ/
образец) с последующим подсчетом таксономи-
ческих индексов разнообразия chao1, Shannon, 
PD whole tree и observed OTUs в исследуемых 
группах. Поиск различий в степени таксономи-
ческого богатства микробиоты кишечника боль-
ных с БП осуществляли в пакете stats языка R с 
использованием критериев Краскела – Уоллиса 
и Манна – Уитни, результат представлен в виде 
медианы Me, интерквартильного размаха [Q

1
; 

Q
3
]. Для прореживания, расчета индексов разно-

образия и визуализации применяли программное 
обеспечение QIIME версии 1.9.1.

Для оценки β-разнообразия выполняли нор-
мализацию данных с использованием алгорит-
ма CSS [25] и расчет метрики weighted Unifrac. 
Далее, с использованием пакета vegan языка R, 
анализировали многомерное неметрическое шка-
лирование и определяли вклад формы заболева-
ния в различия сообществ по составу микробио-
ты кишечника методами ANOSIM (ANalysis Of 
SIMilarity, анализ общности) и Adonis с оценкой 
достоверности при 999 перестановках. Нормали-
зацию и расчет метрики считали в программном 
обеспечении QIIME версии 1.9.1, визуализацию 
проводили с помощью пакета ggplot2 языка R.

Статистическую оценку корреляций и разли-
чий в представленности таксономических единиц 
анализировали при использовании программного 
обеспечения IBM SPSS Statistics. Сравнение меж-
ду двумя группами осуществляли при исполь-
зовании критерия Манна – Уитни (U), между 
несколькими группами – с использованием кри-
терия Краскела – Уоллиса (H) с последующим 
попарным сравнением между группами. Исследо-
вание корреляций реализовывали с использова-
нием критерия Спирмена. Статистически значи-
мыми считали различия р на уровне 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

В нашем исследовании приняли участие 59 
(66,3%) женщин и 30 (33,7%) мужчин в возрасте 
47–83 лет (средний возраст составил 69 (64; 76) 
лет). Индекс массы тела у обследуемых составил 
26,95 (23,92; 30,38) кг/м2, что соответствует на-
чальной степени ожирения. Дебют заболевания 
приходился на 62,5 (55,0; 69,5) года. В структуре 
клинической картины наиболее часто регистри-
ровали смешанную форму БП (66,3%), значитель-
но реже – акинетико-ригидную (24,7%) и дрожа-
тельную (9,0%). Среди обследуемых встречали 
лиц как с начальными проявлениями паркинсо-
низма, так и с более выраженными двигатель-
ными расстройствами: I стадию по шкале Хен и 
Яра выявили у 10 (11,2%) человек, II стадию – 
30 (33,7%), III стадию – 45 (50,6%), IV стадию –  
у 4 (4,5%). Все пациенты получали стандартную 
комбинированную терапию противопаркинсони-
ческими препаратами.

Среди жалоб со стороны желудочно-кишеч-
ного тракта при БП преобладала констипация –  
у 40 (45,3%) пациентов, тошнота и (или) рвота –  
8 (9,4%), а также чувство неполного опорожне-
ния кишечника – у 29 (33,3%) и затруднения при 
акте дефекации – 37 (41,7%). Согласно карте са-
мочувствия 81 (91,3%) пациент с БП отмечал жа-
лобы со стороны желудочно-кишечного тракта 
большую часть времени и только 8 (8,7%) – рас-
стройства пищеварительного тракта не беспокои-
ли. Подавляющее количество пациентов  60 (68%) 
использовали слабительные препараты. Прове-
дя анализ типов каловых масс, описанных с по-
мощью Бристольской шкалы, наиболее часто у 
больных с БП отмечали второй и четвертые типы 
каловых масс (25 и 37,5% соответственно). 

Все полученные образцы ДНК кишечной микро-
биоты просеквенированы. По результатам данного 
исследования в составе кишечной микробиоты па-
циентов с БП обнаружен 121 род микроорганиз-
мов. При анализе представленности метагеномных 
сообществ отмечено, что наиболее распростра-
ненными в образцах пациентов с БП явились р. 
Faecalibacterium, Oscillibacter, Eubacterium, 
Bacteroides, Clostridium, Blautia и Ruminococ-
cus, составляющие 49,1% микробиома кишечника. 
Представленность двух из ýтих родов была ассо-
циирована со стадией заболевания (Bacteroides) и 
UPDRS II (Ruminococcus). 

Всего 40 родов микроорганизмов были связаны 
с клиническими характеристиками БП. Çначимые 
различия по семи таксономическим единицам вы-
явлены между пациентами с разными формами 
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БП. При ýтом дрожательная форма отличалась 
от акинетико-ригидной и смешанной по распро-
страненности р. Allistiples, Bilophila, Peptococcus. 
Смешанная и дрожательная формы различались от 

акинетико-ригидной  по р. Stoquefichus. По пред-
ставленности р. Desulfitobacterium, Gemmiger, 
Victivalis выявлены отличия между смешанной и 
акинетико-ригидной формами БП (табл. 1).

Т а б л и ц а  1 

Представленность родов микроорганизмов у пациентов с разными формами болезни Паркинсона

ОТЕ
Форма БП, Ме [Q1; Q3] Статистическая  

значимостьДрожательная Акинетико-ригидная Смешанная

Alistipes 15,445 [9,459; 15,445] 37,802 [31,351; 56,050]
43,432 

[23,866; 50,493]

H = 8,636
p

1-2 
=  0,022

p
1-3

= 0,013
p

2-3 
= 1,000

Bilophila 1,904 [0; 4,089] 7,674 [4,436; 9,291]
5,531 [3,096;

9,151]

H = 9,742
p

1-2 
= 0,007

p
1-3 

= 0,028
p

2-3 
=1,000

Desulfitobacterium 2,941 [0; 9,189] 1,000 [0,000; 5,176]
5,063 [2,429;

7,760]

H = 6,215
p

1-2 
= 0,663

p
1-3 

= 1,000
p

2-3 
=0,038

Gemmiger 92,951 [92,951; 49215,000]
120,398 [96,215; 

187,012]
87,533 [60,877;

117,534]

H = 8,469
p

1-2 
= 1,000

p
1-3 

= 0,945
p

2-3 
= 0,013

Peptococcus 7,435 [3,006; 7,825] 0,000 [0; 2,103]
0,000 [0;
2,753]

H = 7,774
p

1-2 
= 0,020

p
1-3 

= 0,035
p

2-3 
= 1,000

Stoquefichus 3,000 [1,649; 6,822] 9,042 [7,350; 14,066] 6,792 [3,032; 8,808]

H = 14,183
p

1-2 
= 0,002

p
1-3 

= 0,318
p

2-3 
= 0,006

Victivallis 0,000 [0; 5,588] 0,000 [0; 0] 1,995 [0; 7,390]

H = 11,797
p

1-2 
= 0,553

p
1-3 

= 1,000
p

2-3 
= 0,002

П р и м е ч а н и е. p
1-2

 – различия между дрожательной и акинетико-ригидной, p
2-3

 – акинетико-ригидной и смешанной, p
1-3

 – дро-
жательной и смешанной формами. В значения p внесена поправка Бонферрони для нескольких испытаний.

Исследование α-разнообразия среди пациен-
тов с разными формами БП, рассчитанного в ме-
трике PD whole tree (рис. 1), позволило выявить, 
что наименьшее таксономическое разнообразие 
характерно для пациентов с акинетико-ригидной 
формой БП. При ýтом статистически значимыми 
были различия между смешанной (29,86 [30,61; 
34,56]) и акинетико-ригидной (32,17 [27,05; 32,06]) 
формами заболевания (p = 0,023), также имелась 
тенденция к различию между дрожательной и 
смешанной формой.  

Также выполнен анализ таксономического со-
става метагеномных сообществ образцов кишеч-
ной микробиоты больных БП с разными формами 
заболевания с использованием неметрического 
многомерного шкалирования (рис. 2). Расстояние 
между точками на графике указывает на степень 
сходства таксономического состава образцов. В 

результате оценки β-разнообразия установлено, 
что форма заболевания вносит статистически 
достоверный вклад в состав микробиоты (ANO-
SIM (R2 = 0,117; p = 0,043), Adonis (R2 = 0,029;  
p = 0,022)).

При анализе корреляционных связей между 
степенью тяжести БП, выраженностью отдель-
ных проявлений болезни в соответствии с UPDRS 
и представленностью родов микроорганизмов по-
лучены значимые результаты (табл. 2). При ýтом 
наибольшее количество связей выявлено с пер-
вым разделом шкалы, характеризующим немо-
торные аспекты повседневной жизни. Чаще ýто 
была положительная корреляция, то есть боль-
шая представленность рода микроорганизмов 
кишечника ассоциирована со значительным вли-
янием немоторных симптомов на повседневную 
жизнь пациента. 
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Распространенность шести родов микроорга-
низмов кишечника больных с БП отрицательно 
коррелировала с третьим разделом шкалы, учи-
тывающим объективную оценку двигательных 
функций пациента, и только пять родов выделен-
ных микроорганизмов демонстрировали положи-

тельную корреляцию с баллами по ýтому разделу. 
Большая распространенность семи родов ассо-
циирована с более высокими баллами по второ-
му разделу шкалы, оценивающему двигательные 
аспекты повседневной жизни. Эти данные могут 
свидетельствовать об определенной роли микро-
организмов кишечника в развитии двигательных 
нарушений при БП. При анализе также установ-
лена положительная корреляция представленно-
сти рода Bacteroides со стадией БП.

Рис. 1. Анализ α-разнообразия, рассчитанного при помо-
щи индекса PD whole tree, для пациентов с дрожательной 
(красная кривая), акинетико-ригидной (синяя кривая) и 
смешанной (оранжевая кривая) формами болезни Пар-
кинсона при прореживании образцов до глубины в 3400 
ОТЕ/образец. Индекс α-разнообразия рассчитан на деся-
ти подвыборках, «усы» обозначают величину стандартного 

отклонения

Рис. 2.  Оценка таксономического состава микробиоты ки-
шечника для пациентов с дрожательной (красный цвет), аки-
нетико-ригидной (синий цвет) и смешанной (зеленый цвет) 

формами болезни Паркинсона 
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Т а б л и ц а  2

Корреляционные связи между представленностью отдельных родов кишечных микроорганизмов и клиническими характеристиками 
пациентов, ρ

Род микроорганизмов Шкала Хен и Яра UPDRS I UPDRS II UPDRS III UPDRS IV

Acetanaerobacterium – – – –0,356* –

Actinobacillus – – – –0,436* –

Allisonella – – – – 0,731**

Anaerococcus – – – –0,356* –

Bacteroides 0,252* – – – –

Catenibacterium – 0,548** – – 0,921**

Christensenella – – – –0,437* –

Collinsella – –0,361* –0,474** – –

Coprococcus – – – – 0,456**

Dielma – 0,424* – – –

Enterobacter – 0,445* 0,570** 0,375* –

Finegoldia – 0,604** 0,365* – –

Gemmiger – 0,533** 0,362* – 0,749**

Intestinimonas – 0,577** – – –

Lachnobacterium – – – – 0,897**

Lactobacillus – – – –0,373* –

Lactonifactor 0,236* – – – –

Leuconostoc – 0,446* 0,570** 0,376* –

Megamonas – 0,383* – – –

Mogibacterium – – – 0,375* –

Nevskia –0,307** – – – –
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Жалобы со стороны желудочно-кишечного 
тракта (затруднения при дефекации, чувство не-
полного опорожнения кишечника и запоры) ас-
социированы с изменениями представленности 
родов Turicibacter (U = 233,500;  p = 0,047) и 
Solobacterium (U = 261,000; p = 0,004), которые 
были значимо выше в группе с жалобами на за-
поры. Тогда как род Dielma присутствовал у па-
циентов без нарушений (U = 89,500; p = 0,016). 
Преобладание рода Stoquefichus (U = 105,500;  
p = 0,036) было значимо выше среди пациентов, 
не предъявивших жалобы на затруднение при де-
фекации.

Çначимая отрицательная корреляция выявле-
на между частотой расстройств желудочно-ки-
шечного тракта и представленностью Barnesiella  
(ρ

 
= –0,385; p = 0,043), Dielma (ρ

 
= –0,300; p = 

0,042), Nevskia (ρ
 
= –0,325; p = 0,028), Prevotella 

(ρ
 
= –0,300; p = 0,043), Streptococcus (ρ

 
= –0,331;  

p = 0,024). Слабая положительная корреляция бы- 
ла обнаружена с родом Ruminococcus (ρ

 
= 0,295;  

p = 0,047), также связанным с затруднениями в 
двигательно-обусловленном ежедневном функ-
ционировании (UPDRS II). При ýтом достовер-
ной связи между двигательными расстройствами 
и нарушением функции желудочно-кишечного 
тракта выявить не удалось. 

ОБСУЖДЕНИЕ
БП является клинически гетерогенным забо-

леванием. Дрожательная, акинетико-ригидная и 
смешанная формы заболевания характеризуются 
различными прогнозами и течением, разной ре-
акцией на получаемое противопаркинсоническое 
лечение. Причины развития той или иной формы 

заболевания остаются до конца не выясненными, 
несмотря на многочисленнные исследования. 

Выявленные различия в составе микробиоты 
у пациентов с разными формами БП могут ука-
зывать на роль кишечной микрофлоры в генезе 
клинических различий между моторными под-
типами. По представленным данным, акинети-
ко-ригидная форма характеризовалась значимо 
меньшим таксономическим разнообразием, чем 
дрожательная и смешанная формы БП. Çначи-
мые различия выявлены и при анализе β-раз-
нообразия, оценивающего таксономическую 
близость состава микробиоты между группами. 
Меньшее таксономическое богатство является 
характерным признаком неблагоприятных усло-
вий среды, косвенным признаком воспаления и 
предпосылкой к снижению защитной функции 
микрофлоры. 

При сравнении представленности отдельных 
родов микрорганизмов дрожательная форма от-
личалась от акинетико-ригидной и смешанной по 
родам Alistipes, Bilophila, Peptococcus. Alistipes –  
род облигатно анаýробных грамм-отрицательных 
индол-позитивных бактерий, вероятно, оказыва-
ет влияние на биодоступность триптофана, по-
ступающего с пищей. Относительное преоблада-
ние ýтих бактерий в кишечнике было выявлено у 
пациентов с депрессивным расстройством [26]. В 
других исследованиях установлена связь между 
представленностью Alistipes и кишечным воспа-
лением у пациентов с синдромом раздраженно-
го кишечника [27]. Bilophila – род грамм-отри-
цательных, анаýробных бактерий, представители 
которого были ассоциированы с развитием вос-
палительных заболеваний кишечника и гнойного 

Род микроорганизмов Шкала Хен и Яра UPDRS I UPDRS II UPDRS III UPDRS IV

Oscillospira – 0,445* 0,570** 0,375* –

Oxalobacter – 0,445* 0,571** 0,375* –

Parabacteroides – 0,583** – – –

Parasutterella – – – – 0,842**

Peptococcus 0,246* – – – –

Peptoniphilus – – – –0,356* –

Peptostreptococcus 0,237* – – – –

Prevotella – 0,546** – – –

Roseburia – – – – 0,644**

Ruminococcus – – –0,387* – –

Soleaferrea – 0,493** – – –

Streptococcus – 0,520** – – –

Tannerella – – – – 0,389*

Tyzzerella – –0,378* – – –

Victivallis – 0,446* 0,571** 0,375* –

П р и м е ч а н и е. ρ
 
– коýффициент корреляции Спирмена. Çначимость корреляции на уровне: * 0,05, ** 0,01.

О к о н ч а н и е  т а б л.  2
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аппендицита [27, 28]. Как следует из названия, 
ýти бактерии принимают активное участие в ме-
таболизме желчных кислот, являющихся важным 
фактором ýлектролитного баланса в просвете ки-
шечника, что оказывает влияние на его моторную 
функцию [29]. Peptococcus – грамм-положитель-
ные неспорообразующие бактерии-патобионты, 
участвующие в метаболизме нитроароматических 
соединений и приводящие к генерации геноток-
сических и канцерогенных агентов [30]. В данном 
исследовании выявлена значимая положительная 
корреляция представленности ýтого рода, а так-
же микроорганизмов порядка Clostridiales (Pep-
tostreptococcus и Lactonifactor) со стадией БП. 
Согласно литературным источникам, содержание 
микробиоты ýтих трех родов в кишечнике зави-
сит от состава потребляемой пищи и повышается 
при поступлении большого количества продуктов 
животного происхождения [31].

Представленность бактерий рода Stoquefichus 
оказалась значимо выше у пациентов с акинети-
ко-ригидной формой БП по сравнению со сме-
шанной и дрожательной. Этот род оказался также 
ассоциирован с отсутствием дефекаторной дис-
функции у пациентов. Важным оказалось то, что 
дрожательная форма характеризовалась большей 
представленностью родов Desulfitobacterium и 
Gemmiger, хотя в обоих случаях ýто различие с 
двумя другими группами не было значимым, в то 
время как Desulfitobacterium был значимо более 
представлен у пациентов со смешанной формой 
в сравнении с акинетико-ригидной группой па-
циентов с БП. Desulfitobacterium – грамм-по-
ложительные, неспорообразующие бактерии се-
мейства Peptococcaceae, являются стандартными 
представителями микробиома кишечника чело-
века. В то же время относительное повышенное 
их содержание отмечено в кишечнике пациентов 
с болезнью Крона в сравнении с микробиомом 
здоровых лиц [32]. Род Gemmiger был ассоции-
рован с более высоким риском ýндоскопического 
рецидива воспалительных заболеваний кишечни-
ка [33]. При ýтом стоит также отметить наличие 
значимой положительной корреляционной связи 
между представленностью рода Gemmiger со сте-
пенью нарушений ежедневного функционирова-
ния и выраженностью двигательных симптомов 
(UPDRS  II, UPDRS III). Наибольшая представ-
ленность рода Victivallis оказалась характерна 
для пациентов со смешанной формой БП. Поло-
жительную корреляцию с тяжестью немоторных 
и моторных проявлений по шкале UPDRS можно 
объяснить тем, что данная группа больных ха-
рактеризуется более тяжелым течением и от-

носительно более быстрым прогрессированием. 
Такую же связь с UPDRS продемонстрировали 
роды Enterobacter, Leuconostoc, Oscillospira и 
Oxalobacter. При ýтом Enterobacter и Leuconos-
toc могут быть отнесены к условно-патогенным 
организмам, способным вызывать клинически вы-
раженную бактериемию и быть ýтиологическим 
фактором заболеваний кишечника и верхних ды-
хательных путей [33, 34], тогда как Oscillospira 
и Oxalobacter в литературе ассоциируются в ос-
новном с положительным влиянием на организм 
человека [36, 37]. В данном исследовании род 
Prevotella оказался ассоциирован с более высо-
кими баллами по I разделу UPDRS.

Çначительная распространенность желудоч-
но-кишечных расстройств среди пациентов, при-
нявших участие в представленном исследовании, 
в целом соответствует данным литературы. Раз-
ница в наличии микроорганизмов между паци-
ентами с жалобами со стороны желудочно-ки-
шечного тракта и без жалоб может указывать на 
роль микробиоты в развитии моторной дисфунк-
ции кишечника, но также может иметь место и 
обратная связь: снижение скорости кишечного 
транзита создает неблагоприятные условия для 
функционирования одних бактерий и дает преи-
мущество другим видам. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования выявлена взаимосвязь 
между такими клиническими характеристиками 
БП, как форма болезни, стадия, тяжесть мотор-
ных и немоторных проявлений и родовым со-
ставом микробиоты кишечника пациентов с БП. 
Более половины (54,8%) микроорганизмов ки-
шечника больных с БП имеют ассоциации с теми 
или иными проявлениями заболевания. Несмотря 
на то что причинно-следственные связи между 
изменениями в составе микробиоты кишечника 
и патогенезом БП не ясны до конца, вероятно, 
некоторые микроорганизмы могут являться пре-
дикторами менее благоприятного прогноза. Пер-
спективным представляется исследование воз-
можностей профилактики нейродегенеративных 
заболеваний, направленное в первую очередь на 
нормализацию таксономических соотношений и 
разнообразия микрофлоры кишечника в группах 
риска.
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СООТВЕТСТВИЕ ПРИНЦИПАМ ЭТИКИ 
План и проведение научно-исследователь-

ской работы полностью соответствовали прин-
ципам Надлежащей клинической практики (Good 
Clinical Practice – GCP) и Хельсинской деклара-
ции (включая поправки). Протокол исследования 
был одобрен независимым ýтическим комите-
том СибГМУ (заключение № 3669 от 22 декабря 
2014 г.). Письменное информированное согласие 
получали от всех пациентов или от их близких 
родственников и лиц, официально признанных 
ответственными за пациентов на момент проведе-
ния исследования. Пациенты и их родственники 
были информированы нами о характере иссле-
дования, его цели и возможных осложнениях, а 
также могли в любое время в одностороннем по-
рядке прервать исследование.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder with a complex pathogenesis. Today more and 
more studies are focusing on microbiota-gut-brain axis searching the causes of neurodegenerative and 
neuroinflammatory processes.

The aim of our study is to determine the relationship between the composition of gut microbiota and clinical 
manifestations of PD. 

Materials and methods. We examined 89 patients with a PD diagnosis. Clinical assessment was performed 
including medical history collection, rating disease stage using Hoehn and Yahr scale. Motor and nonmotor 
symptoms as well as possible complication were examined using the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale. 
In addition, patients were asked to fill in Parkinson’s Well-Being Map and defecation diary that included 
Bristol scale. DNA isolation was performed in accordance with the method described. Preparation of libraries 
and amplicon sequencing of marker variable region V3–V4 of bacterial 16S rRNA genes was performed with 
MiSeq device (Illumina, USA) according to manufacturer’s standard protocol. Filtering readings by quality 
and their taxonomic classification were carried out using QIIME version 1.9.0 software. The assessment of 
statistical differences in abundance of taxonomic units among the groups of patients was performed using IBM 
SPSS Statistics 23.1 software. 

As a result, we have identified significant differences in the abundance of seven genera among the groups of 
patients with different forms of the disease. We identified about 40 genera constituting 54.8% of the intestinal 
microbiota, that had a correlation with the clinical manifestations of the disease. These microorganisms might 
be involved in the pathogenesis of PD and, thus, require more clinical research in the light of emerging new 
methods of altering microbiotic composition by correcting dysbiosis to improve disease management and 
outcome.  

Key words: Parkinson’s disease, microbiome, nonmotor symptoms, neurodegeneration.
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РЕЗЮМЕ

Цель. Исследовать взаимосвязь заболеваемости инвазией Opisthorchis felineus (O. felineus) и злокаче-
ственными новообразованиями гепатобилиарной системы у населения Российской Федерации на осно-
вании анализа данных официальной медицинской отчетности за период 2011–2013 гг. 

Материал и методы.  Проанализированы статистические данные 81 региона России, отражающие за-
болеваемость описторхозом за период с 1 января 2011 г. по 31 декабря 2013 г. Проведен анализ офици-
альных медицинских статистических данных злокачественного поражения печени и внутрипеченочных 
желчных протоков в 82 регионах России за аналогичный период, полученный из годовых отчетов Рос-
сийского центра информационных технологий и эпидемиологических исследований в области онкологии. 

Результаты. Заболеваемость инвазией O. felineus составила 24,7 ± 9,0 на 100 000 населения.  К ги-
перэндемичным по описторхозу регионам (уровень заболеваемости > 100 на 100 000 населения) отно-
сятся Ханты-Мансийский автономный округ, Ямало-Ненецкий автономный округ, а также Тюменская, 
Томская, Омская и Новосибирская области (Западная Сибирь). Средний показатель заболеваемости 
инвазией O. felineus в динамике за последние 20 лет относительно стабилен, однако отмечается распро-
странение инвазии на новые территории.  Заболеваемость раком печени и внутрипеченочных желчных 
протоков составила 4,8 ± 0,2 случаев на 100 000 населения, при этом наиболее высокие показатели 
регистрируются на Дальнем Востоке, в Сибири и Волгоградской области. Получены пилотные данные 
о взаимосвязи заболеваемости инвазией O. felineus и онкологическими заболеваниями гепатобилиарной 
системы у населения эндемичных регионов Российской Федерации.

Ключевые слова: инвазия Opisthorchis felineus, злокачественные новообразования гепатобилиарной 
системы, заболеваемость, эпидемиология.
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ВВЕДЕНИЕ

Описторхозная инвазия, вызываемая си-
бирской двуусткой (О. felineus), Opisthorchis 
viverrini (О. viverrini), является причиной забо-
леваний органов пищеварительной системы у 40 
млн человек разных регионов мира. При ýтом до 
600–750 млн человек  подвержены риску зараже-
ния описторхами [1–3].

Особенностью данного биогельминтоза яв-
ляется поражение гепатобилиарной системы 
человека, домашних животных (собак и кошек) 
и многих рыбоядных диких млекопитающих и 
птиц [4, 5]. В Российской Федерации естествен-
ные очаги описторхоза находятся вблизи р. 
Оби, Иртыша, Урала, Волги, Камы, Дона, Дне-
пра, Северной Двины и Бирюсы [4–6]. При ýтом 
самый высокий уровень заражения описторхо-
зом 50–80% обнаружен у населения  середины 
и низовьев  р. Оби и Иртыша. В некоторых ре-
гионах (Ханты-Мансийский автономный округ, 
Ямало-Ненецкий автономный округ) поражено  
более 80% жителей, что  существенно влияет на 
структуру заболеваемости и представляет се-
рьезную медицинскую проблему (данные 1980–
1990-х гг.) [7, 8]. 

Клиническая картина описторхоза полиморф-
на и варьирует от бессимптомных форм до тя-
желых проявлений; наиболее часто развивается 
поражение гепатобилиарной системы [9]. Хро-
ническая массивная инвазия может приводить к 
персистирующему воспалению в желчных прото-
ках [10, 11]. Результаты ýпидемиологических ис-
следований, проведенных в Юго-Восточной Азии 
в области взаимосвязи описторхоза и холангио-
карциномы, позволили ýкспертам Всемирной ор-
ганизации здравоохранения отнести возбудитель 
О. viverrini к категории канцерогенов биологи-
ческого происхождения [11, 12]. Опубликованы 
результаты ряда исследований, выполненных на 
основании материалов аутопсий и хирургических 
протоколов и отражающих канцерогенный потен-
циал О. felineus [10, 13–15]. Однако в доступной 
для анализа отечественной литературе до настоя-
щего времени отсутствуют результаты ýпидемио-
логических исследований, свидетельствующих об 
ассоциации инвазии О. felineus с развитием зло-
качественных новообразований желчевыводящей 
системы.

Цель данной работы – пилотное исследо-
вание взаимосвязи заболеваемости инвазией 
Opisthorchis felineus и злокачественными но-
вообразованиями гепатобилиарной системы у 
населения ýндемичных регионов Российской 

Федерации на основании анализа данных офици-
альной медицинской отчетности за период 2011– 
2013 гг.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Проведено пилотное аналитическое исследо-
вание официальных данных медицинской ста-
тистики, отражающей заболеваемость инвазией  
O. felineus и онкологическими заболеваниями ге-
патобилиарной системы во всех географических 
и политических субъектах Российской Федерации 
за период с 1 января 2011 г. по 31 декабря 2013 г. 

В период 2011–2013 гг. Российская Федерация 
включала 83 субъекта (ru.wikipedia.org). При ана-
лизе данных учтено, что Ненецкий автономный 
округ подает свои медицинские отчеты в составе 
общих отчетов Архангельской области. Республи-
ка Тыва из-за отсутствия возможности получить 
сведения о заболеваемости описторхозной инва-
зией за указанный период исключена из анализа 
данных. Проанализированы статистические дан-
ные 81 региона России, отражающие заболевае-
мость описторхозом за период с 1 января 2011 г.  
по 31 декабря 2013 г., которые получены из го-
сударственных годовых отчетов региональных 
управлений Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека Российской Федерации (Роспотребнад-
зор, http://rospotrebnadzor.ru/). В указанных от-
четах приводятся абсолютные числа и показатель 
заболеваемости на 100 000 населения в год.

Годовые отчеты региональных отделений 
Роспотребнадзора формируются на основа-
нии сведений о впервые установленном диагно-
зе описторхозной инвазии. В соответствии с 
утвержденными стандартами диагностика инва-
зии О. felineus основывается на микроскопиче-
ском обнаружении яиц в образцах стула и (или) 
яиц и взрослых червей в желчи после дуоде-
нального зондирования [16]. В Российской Фе-
дерации скрининговая диагностика гельминтозов 
(микроскопия кала) используется для различных 
групп пациентов: обследование детей до 18 лет 
ежегодно, взрослых при прохождении профи-
лактического обследования или в ходе диспан-
серного наблюдения. Кроме того, всем жителям 
Российской Федерации проводится исследование 
фекалий при госпитализации в стационар в пла-
новом либо ýкстренном порядке [17]. При выяв-
лении случая инвазии заполняется утвержденная 
учетная форма № 058/у «Экстренное извещение 
об инфекционном заболевании, пищевом, остром 
профессиональном отравлении, необычной реак-
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ции на прививку» и передается в региональное 
отделение Роспотребнадзора.

Проведен анализ официальных медицинских 
статистических данных злокачественного пора-
жения печени и внутрипеченочных желчных про-
токов в 82 регионах России за аналогичный пери-
од, полученный из годовых отчетов Российского 
центра информационных технологий и ýпидеми-
ологических исследований в области онкологии 
[18–20]. Данные Ненецкого автономного округа 
учтены в составе отчетов Архангельской области. 

Данные отчеты создаются на основании сведе-
ний, подаваемых согласно утвержденной учетной 
форме № 090/у «Извещение о больном с впервые 
в жизни установленным диагнозом рака или дру-
гого злокачественного новообразования». Они 
содержат показатели заболеваемости различных 
типов и локализаций онкологических заболева-
ний в соответствии с Международной статистиче-
ской классификацией болезней 10-го пересмотра 
(МКБ-10). Особенности статистического учета не 
позволяют проанализировать данные о заболева-
емости холангиокарциномой по всем субъектам 
Российской Федерации. В ýтой связи изучены 
показатели заболеваемости злокачественными 
новообразованиями печени и внутрипеченочных 
желчных протоков (код С22 МКБ-10). Использо-
ваны  абсолютные числа и показатель заболевае-
мости на 100 000 населения в год.

Статистическую обработку полученных дан-
ных провели с использованием программы Sta-
tistica 10.0. Вычисляли среднюю ежегодную за-
болеваемость за 2011–2013 гг., представив ее как 
среднее M ± стандартное отклонение m, квар-
тилей  Q25 и Q75. Для определения взаимосвязи 
между показателями заболеваемости опистор-
хозной инвазией и злокачественными  новообра-
зованиями печени и желчных протоков исполь-
зован метод ранговой корреляции Спирмена. 
Также субъекты РФ распределены на две груп-
пы: с низкой среднегодовой заболеваемостью 
описторхозом (< 50 случаев на 100 000 населе-
ния) и высокой (≥ 50 случаев на 100 000 населе-
ния). Сравнение между данными группами было 
проведено с помощью теста непараметрическо-
го ранга (тест Манна – Уитни). Статистически 
значимыми считали различия при р ≤ 0,05. Для 
визуализации показателей заболеваемости (кар-
тирование) использована программа  Microsoft 
Office Visio 2007. При составлении карты забо-
леваемости описторхозом использованы града-
ции показателей, аналогичные использованным 
при картировании заболеваемости в 1991– 
1993 гг. [21].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ заболеваемости инвазией Opisthorchis 
felineus за 2011–2013 гг.

Результаты  анализа свидетельствуют, что 
максимальное количество выявленных случаев 
описторхозной инвазии в Российской Федерации 
составило 32 323 (2012), минимальное – 28 874 
(2013). Показатель заболеваемости за указанный 
период равен 24,7 ± 9,0 на 100 000 населения.  

Исследование показало, что заболеваемость 
инвазией О. felineus неоднородно распределена в 
различных субъектах РФ (рис. 1). Субъекты Рос-
сии стратифицированы в зависимости от уров-
ня заболеваемости: гиперýндемичные регионы с 
уровнем заболеваемости > 100 на 100 000 населе-
ния, регионы с высокой заболеваемостью (53–100 
на 100 000 населения),  регионы со средним уров-
нем инвазии О. felineus  (22–52 на 100 000 насе-
ления), регионы с низким уровнем пораженности 
(< 22 на 100 000 населения). 

К гиперýндемичным относятся регионы Çапад-
ной Сибири, расположенные в бассейнах р. Оби 
и Иртыша: Ханты-Мансийский автономный округ 
(599,7 на 100 000 населения), Ямало-Ненецкий 
автономный округ (261,9 на 100 000 населения), 
Тюменская область (201,2 на 100 000 населения), 
Томская область (188,8 на 100 000 населения), 
Омская область (155,2 на 100 000 населения), Но-
восибирская область (127,4 на 100 000 населения).

Районы с высоким уровнем заболеваемости 
описторхозной инвазией (53– 100 на 100 000 на-
селения) представлены Республикой Алтай (64,8 
на 100 000 населения), Курганской областью (67,3 
на 100 000 населения) и Кемеровской областью 
(73,98 на 100 000 населения). 

Субъектами со средним уровнем инвазии  
О. felineus являются Красноярский край (52,8 
на 100 000 населения), Алтайский край (50,5 на 
100 000 населения), Республика Коми (50,2 на 
100 000 населения), Свердловская область (35,7 
на 100 000 населения). Красноярский, Алтайский 
край расположены в бассейнах р. Енисей, истоке  
р. Оби, последние два – в бассейне р. Печоры. 

В большинстве субъектов европейской части 
Российской Федерации, Восточной Сибири и на 
Дальнем Востоке зарегистрирована самая низкая 
заболеваемость описторхозной инвазией – менее 
2,5 на 100 000 населения. Как правило, ýто случаи 
описторхоза у мигрантов ýндемичных территорий.

Однако более высокие показатели встречают-
ся на территории Волго-Камского бассейна: Вол-
гоградская область (4,5 на 100 000 населения), 
Республика Чувашия (3,5 на 100 000 населения), 

Бюллетень сибирской медицины. 2016; 15 (5):  147–158



150

Пензенская область (3,4 на 100 000 населения) – 
в бассейне р. Волги; Челябинская область (14,4 
на 100 000 населения), Пермская область (8,3 на  
100 000 населения), Кировская область (3,9 на  
100 000 населения) – в бассейне р. Камы; Орен-
бургская область (9,0 на 100 000 населения) –  
в бассейне р. Урала.

На протяжении трех лет изучаемого перио-
да не зарегистрированы случаи описторхозной 
инвазии в 27 регионах России, расположенных 
в Центральном, Северо-Çападном, Южном феде-
ральных округах, Республике Хакасия, Дальнем 
Востоке, а также в семи регионах Северо-Кавказ-
ского федерального округа.

1 Белгородская область 
2 Брянская область
3 Владимирская область
4 Воронежская область 
5 Ивановская область 
6 Тверская область 
7 Калужская область
8 Костромская область 
9 Курская область 
10 Липецкая область 
11 г. Москва
12 Московская область 
13 Орловская область 
14 Рязанская область 
15 Смоленская область 
16 Тамбовская область 
17 Тульская область 
18 Ярославская область 
19 Архангельская область 
20 Вологодская область 
21 Калининградская область 
22 г. Санкт-Петербург 
23 Ленинградская область 

24 Мурманская область
25 Новгородская область 
26 Псковская область 
27 Республика Карелия 
28 Республика Коми
29 Краснодарский край 
30 Астраханская область
31 Волгоградская область 
32 Ростовская область 
33 Республика Адыгея 
34 Республика Калмыкия
35 Ставропольский край 
36 Республика Ингушетия 
37 Республика Дагестан 
38 Республика Кабарди-

но-Балкария 
39 Республика Северная 

Осетия 
40 Республика Карачае-

во-Черкесия 
41 Республика Чечня 
42 Нижегородская область 
43 Кировская область 

44 Самарская область
45 Оренбургская область 
46 Пензенская область 
47 Пермский край 
48 Саратовская область 
49 Ульяновская область 
50 Республика Башкортостан 
51 Республика Марий Эл 
52 Республика Мордовия 
53 Республика Татарстан 
54 Республика Удмуртия 
55 Республика Чувашия 
56 Ханты-Мансийский авто-

номный округ
57 Ямало-Ненецкий авто-

номный округ 
58 Курганская область 
59 Свердловская область 
60 Тюменская область 
61 Челябинская область 
62 Алтайский край
63 Красноярский край 
64 Иркутская область

65 Кемеровская область 
66 Новосибирская область 
67 Омская область 
68 Томская область 
69 Çабайкальский край 
70 Республика Бурятия 
71 Республика Алтай 
72 Республика Тыва 
73 Республика Хакасия 
74 Приморский край 
75 Хабаровский край 
76 Амурская область
77 Камчатский край
78 Магаданская область 
79 Сахалинская область 
80 Чукотский автономный 

округ 
81 Республика Саха (Якутия) 
82 Еврейская автономная 

область 
83 Ненецкий автономный 

округ

Рис. 1. Çаболеваемость инвазией Opisthorchis felineus на 100 000 населения на территории Российской Федерации  
за период 2011–2013 гг.
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Динамика заболеваемости инвазией Opisthor- 
chis felineus на территории Российской Федера-
ции за период 1991–2013 гг. 

Проведен анализ динамики заболеваемо-
сти описторхозом на территории Российской 
Федерации за последние 20 лет. С ýтой целью 
проведено сопоставление данных заболеваемо-

сти  за 2011–2013 гг. с аналогичными данными 
за период 1991–1993 гг., представленными в об-
зоре Б.Б. Прохорова, 1993 [21]. Картирование 
данных 2011–2013 гг. выполнено с учетом прин-
ципов ранжирования показателей, использо-
ванных при картировании в указанном обзоре  
(рис. 2).

Рис. 2. Çаболеваемость инвазией Opisthorchis felineus на 100 000 населения на территории Российской Федерации за период 
1991–1993 гг. [21]

 Установлено, что среднее значение заболе-
ваемости описторхозом остается стабильным –  
26,5 случаев на 100 000 населения в 1991–1993 гг. и 
24,7 в 2011–2013 гг. Низкие показатели заболева-
емости сохраняются на большинстве территорий 
европейской части России, Восточной Сибири 
и Дальнего Востока. Однако значительный рост 
уровня заболеваемости описторхозной инвазией 
отмечен в Çападной Сибири – Омской, Новоси-
бирской областях (с 57 до 155,2 и со 100 до 127,40 
случаев на 100 000 населения соответственно).

Существенно выросла заболеваемость опи-
сторхозом в Ямало-Ненецком автономном округе 
с 0,9–2,5 до 261,9 на 100 000 населения. В то же 
время заболеваемость в Томской и Тюменской 
областях заметно сократилась за двадцатилетний 
период, но по-прежнему превышает 100 случаев 
на 100 000 населения. 

Отмечено вовлечение в ýпидемический процесс 
описторхозной инвазией новых регионов России. 
Увеличилось число выявленных случаев инвазии О. 
felineus в Çападной Сибири (Алтай и Кемеровская 
область), в Приволжском (Пензенской, Волгоград-
ской, Кировской, Оренбургская областях) и Ураль-
ском федеральных округах (Челябинская область). 

Таким образом, не выявлено отчетливой дина-
мики по среднему показателю заболеваемости за 
последние 20 лет (26,5 в 1991–1993 гг. против 24,7 
в 2011–2013 гг. на 100 000 населения), однако от-
мечается расширение географии описторхозной 
инвазии, вовлечение новых регионов. С одной 
стороны, ýто может быть обусловлено улучшени-
ем диагностики, внедрением новых диагностиче-
ских стандартов и скринговых программ [17]. С 
другой стороны, – ростом туризма и миграции на-
селения в России из-за усиления ýкономических,  

Бюллетень сибирской медицины. 2016; 15 (5):  147–158

0,01–0,15
0,15–0,70
0,90–2,50
3,50–14,00
22,00–52,00
57,00–100,00
100,0–850,00



152

политических и культурных связей Сибири с дру-
гими регионами. В то же время неорганизован-
ная миграция, усиление оттока населения из ýн-
демичной местности, в том числе более старших 
возрастных групп с большим сроком проживания 
в очаге, и, следовательно, более инвазированных, 
переселение из северных районов в южные райо-
ны Сибири приводит к размыванию границ суще-
ствующих очаговых территорий [22].

Анализ заболеваемости злокачественными 
новообразованиями печени и внутрипеченочных 
желчных протоков за период 2011–2013 гг.

Количество впервые выявленных случаев зло-
качественных новообразований печени и внутри-
печеночных желчных протоков в 2011 г. соста-
вило 6 525,  в 2012 г. – 6 287, в 2013 г. – 6 789. 
Средний показатель заболеваемости данной па-
тологией за период 2011–2013 гг. составил 4,8 ± 
0,2 случаев на 100 000 населения. 

Анализ показал, что самые высокие показатели 
отмечены в Республике Саха и Томской области 
(14,5 и 9,3 на 100 000 населения соответственно) 
(рис. 3). К другим регионам с высоким уровнем 
заболеваемости раком печени и внутрипеченоч-

1 Белгородская область 
2 Брянская область
3 Владимирская область
4 Воронежская область 
5 Ивановская область 
6 Тверская область 
7 Калужская область
8 Костромская область 
9 Курская область 
10 Липецкая область 
11 г. Москва
12 Московская область 
13 Орловская область 
14 Рязанская область 
15 Смоленская область 
16 Тамбовская область 
17 Тульская область 
18 Ярославская область 
19 Архангельская область 
20 Вологодская область 
21  Калининградская область 
22 г. Санкт-Петербург 
23 Ленинградская область 

24 Мурманская область
25 Новгородская область 
26 Псковская область 
27 Республика Карелия 
28 Республика Коми
29 Краснодарский край 
30 Астраханская область
31 Волгоградская область 
32 Ростовская область 
33 Республика Адыгея 
34 Республика Калмыкия
35 Ставропольский край 
36 Республика Ингушетия 
37 Республика Дагестан 
38 Республика Кабарди-

но-Балкария 
39 Республика Северная 

Осетия 
57 Ямало-Ненецкий авто-

номный округ 
58 Курганская область 
59 Свердловская область 
60 Тюменская область 

61 Челябинская область 
62 Алтайский край
63 Красноярский край 
64 Иркутская область
65 Кемеровская область 
66 Новосибирская  

область 
67 Омская область 
68 Томская область 
69 Çабайкальский край 
70 Республика Бурятия 
71 Республика Алтай 
72 Республика Тыва 
73 Республика Хакасия 
74 Приморский край 
75 Хабаровский край 
76 Амурская область
77 Камчатский край
78 Магаданская область 
79 Сахалинская область 
80 Чукотский автономный 

округ 
81 Республика Саха (Якутия) 

82  Еврейская автономная 
область 

83 Ненецкий автономный 
округ

40  Республика Карачае-
во-Черкесия 

41 Республика Чечня 
42 Нижегородская область 
43 Кировская область 
44 Самарская область
45 Оренбургская область 
46 Пензенская область 
47 Пермский край 
48 Саратовская область 
49 Ульяновская область 
50 Республика Башкортостан 
51 Республика Марий Эл 
52 Республика Мордовия 
53 Республика Татарстан 
54 Республика Удмуртия 
55 Республика Чувашия 
56 Ханты-Мансийский авто-

номный округ

Рис. 3. Çаболеваемость злокачественными новообразованиями печени и внутрипеченочных желчных протоков  
на 100 000 населения на территории Российской Федерации за период 2011–2013 гг.

Федорова О.С., Ковширина Ю.В., Ковширина А.Е. и др. Анализ заболеваемости инвазией opisthorchis felineus 

Bulletin of Siberian Medicine. 2016; 15 (5):  147–158

0–1,9
2,0–3,9
4,0–5,9
6,0–7,9
8 и выше



153

Оригинальные статьи

ных желчных протоков относятся: Сахалинская 
(8,3 на 100 000 населения), Волгоградская (8,2 на 
100 000 населения), Магаданская (7,4 на 100 000 
населения), Тюменская (7,6 на 100 000 населения), 
Иркутская (7,5 на 100 000 населения) области. 
Самый низкий показатель был обнаружен в Яма-
ло-Ненецком округе (0,9 на 100 000 населения).

Анализ взаимосвязи заболеваемости инвазией 
Opisthorchis felineus и злокачественными ново- 
образованиями печени и внутрипеченочных желч-
ных протоков

В рамках настоящего исследования проанали-
зирована взаимосвязь между заболеваемостью ин-
вазией O. felineus и злокачественными новообра-
зованиями печени и внутрипеченочных желчных 
протоков в Российской Федерации в 2011–2013 гг.

Корреляционный анализ продемонстрировал 
слабую, но статистически значимую зависимость 
между изучаемыми показателями заболеваемо-
сти по субъектам РФ в 2011 г. (r = 0,25; р = 0,02). 

Анализ аналогичных показателей в 2012 и 2013 г.  
показал сохранение данной тенденции, хотя 
статистически значимой зависимости не по-
лучено (r = 0,21; р = 0,07; и r = 0,15; р =  
0,17 соответственно). Отмечена указанная тен-
денция и при анализе показателей за три года  
(r = 0,20; р = 0,07).

Для сравнения средних показателей заболева-
емости раком печени и внутрипеченочных желч-
ных протоков в регионах с различным уровнем 
поражения  биогельминтозами  регионы России 
распределены на две группы: с высоким уровнем 
инвазии (≥ 50 случаев на 100 000 населения) и 
низким (< 50 случаев на 100 000 населения). От-
мечено, что заболеваемость злокачественными 
новообразованиями статистически значимо выше 
в субъектах с высоким уровнем поражения насе-
ления описторхозом (таблица). Такая закономер-
ность прослеживалась как по ежегодным показа-
телям, так и по средним за период 2011–2013 гг. 

Т а б л и ц а
Заболеваемость злокачественными новообразованиями печени и внутрипеченочных желчных протоков  

в регионах с высоким и низким уровнем инвазии Opisthorchis felineus 

Год
Регионы с высоким уровнем 

инвазии1,  M ± m
Q25 Q75

Регионы с низким уровнем 
инвазии2, M ± m

Q25 Q75 р

2011 6,07 ± 0,59 4,96 7,32 4,52 ± 0,24 3,39 5,34 0,01
2012 5,68 ± 0,7 4,58 6,71 4,51 ± 0,26 3,28 5,51 0,02
2013 5,34 ± 0,6 4,51 6,76 4,91 ± 0,26 3,50 5,87 0,22

2011–2013 5,70 ± 0,6 4,92 6,82 4,64 ± 0,24 3,64 5,24 0,02

1 ≥ 50 случаев на 100 000 населения; 12 субъектов РФ. 2 < 50 случаев на 100 000 населения; 69 субъектов РФ. 

В ходе анализа установлено, что в регионах с 
гиперýндемичным (Томская область, Тюменская 
область) и умеренным уровнем заболеваемости 
описторхозом (Волгоградская область, Иркут-
ская область) регистрируются высокие показате-
ли заболеваемости злокачественными новообра-
зованиями печени и внутрипеченочных желчных 
протоков. В то же время в одном из субъектов 
РФ  – Республике Саха – в 2011–2013 гг. наряду с 
низким показателем заболеваемости описторхо-
зом регистрируются высокие показатели заболе-
ваемости злокачественными новообразованиями 
печени. Высокий уровень онкологической пато-
логии гепатобилиарной системы может быть свя-
зан с некоторыми другими паразитарными и ин-
фекционными заболеваниями, которые отмечены 
в данном регионе [23, 24]. Следует отметить, что 
ранее Республика Саха являлась ýндемичной по 
описторхозной инвазии, о чем свидетельствует 
ряд работ [4, 5]. Учитывая, что малигнизация, как 
правило, формируется в результате длительного 
(20–30 лет) воспалительного процесса на фоне 

хронической инвазии,  нельзя полностью исклю-
чить вклад последней в рост новообразований 
печени и желчевыводящих протоков у местного 
населения в настоящее время.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обобщая полученные результаты, можно сде-

лать следующие выводы.
1. Çаболеваемость инвазией O. felineus в 

Российской Федерации за период 2011–2013 гг. 
составила 24,7 ± 9,0 на 100 000 населения.  К 
гиперýндемичным по описторхозу регионам (уро-
вень заболеваемости  > 100 на 100 000 населения) 
относятся Ханты-Мансийский автономный округ, 
Ямало-Ненецкий автономный округ, а также Тю-
менская, Томская, Омская и Новосибирская об-
ласти (Çападная Сибирь).

2. Средний показатель заболеваемости инвази-
ей O. felineus за последние 20 лет относительно 
стабилен (26,5 в 1991–1993 гг.;  24,7 в 2011–2013 гг.  
на 100 000 населения), однако отмечается распро-
странение инвазии на новые территории. 
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3. Çаболеваемость раком печени и внутрипече-
ночных желчных протоков за период 2011–2013 гг.  
составила 4,8 ± 0,2 случаев на 100 000 населения. 
Наиболее высокие показатели регистрируются 
на Дальнем Востоке, в Сибири и Волгоградской  
области.  

4. Проведенное аналитическое исследование 
впервые предоставило пилотные данные о взаи-
мосвязи заболеваемости инвазией O. felineus и 
злокачественными новообразованиями гепатоби-
лиарной системы у населения ýндемичных регио-
нов Российской Федерации. 
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ABSTRACT

The purpose of this paper is to perform the pilot review of the official medical statistics on reported 
Opisthorchis felineus  (O. felineus) infection and liver and intrahepatic bile duct cancer in Russian Federation, 
covering the period 2011–2013. 

Materials and methods. Statistical data collected from 81 regions of Russia, reflecting the incidence of 
opisthorchiasis over a period from the 1st of January 2011 to the 31st of December 2013 was analyzed. The 
analysis of official health statistics of malignant hepatic lesions and intrahepatic bile duct was conducted in 82 
regions of Russia over the same period. The data was obtained from the annual reports of the Russian center 
of information technologies and epidemiological studies in the field of oncology. 

Results. The average annual incidence of O. felineus was 24,7 ± 9,0 cases per 100,000 population. The highest 
incidence was observed in Khanty-Mansiysk Autonomous Okrug, Yamalo-Nenets Autonomous Okrug, Tyumen 
Oblast, Tomsk Oblast, Omsk Oblast and Novosibirsk Oblast. We did not observe any significant change in 
O. felineus infection rates within last 20 years. However, we found that infection incidence had increased in 
some geographical units of Western Siberia. The incidence of liver and intrahepatic bile duct cancers was 4,8 
± 0,2 cases per 100,000 population; the highest rate was reported in Far East regions, Siberia and Volgograd 
Oblast. This study documents the importance of opisthorchiasis in certain endemic areas and presents the best 
available data on associations between O. felineus infection and liver/intrahepatic bile duct cancers in endemic 
areas of Russian Federation. 

Key words: Opisthorchis felineus infection, liver and intrahepatic bile ducts cancer, incidence rate, 
epidemiology.   
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – оценка способности системных глюкокортикостероидов, назначенных в период 
обострения заболевания, оказывать модифицирующее влияние на качественный и количественный со-
став орофарингеальной микробиоты.  

Материал и методы. В исследование включены 88 больных хронической обструктивной болезнью 
легких (ХОБЛ) и 50 пациентов с бронхиальной астмой (БА) стабильного течения, анамнезом наблюде-
ния за больным на протяжении 12 мес и более, с отсутствием обострений и системной антибиотикоте-
рапии на протяжении 4 нед и более, предшествующих включению в работу. Также у всех пациентов, 
участвующих в исследовании, были взяты образцы орофарингеальной микробиоты для выделения 
бактериальной ДНК и секвенирования по последовательностям 16S рРНК генов с последующим анали-
зом таксономического состава микробиоты. Для выявления взаимосвязи между таксономическим со-
ставом метагеномов и их метаданными использована обобщенная линейная модель (Generalised Linear 
Model, GLM) в ее реализации на программном языке R версии 3.1.0, пакет glm2.

Результаты. Получены данные о том, что использование системных глюкокортикостероидов, на-
значенных в период обострения БА и ХОБЛ, модифицирует состав респираторного микробиома в 
стабильный период, увеличивая орофарингеальную представленность непатогенных бактерий типа 
Bacteroidetes (включая представителей рода Prevotella) и снижая бактериальную обсемененность оро-
фарингеальных мазков протеобактериями родов Streptococcus и Haemophilus, включающих патогенные 
микроорганизмы.

Ключевые слова: бронхиальная астма, хроническая обструктивная болезнь легких, системные глю-
кокортикостероиды, орофарингеальная микробиота, обострение.
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ВВЕДЕНИЕ 

Хронические обструктивные заболевания 
легких, такие как хроническая обструктивная 
болезнь легких (ХОБЛ) и бронхиальная астма 
(БА), ассоциированы с персистирующим брон-
холегочным воспалением, которое лежит в ос-
нове развития, поддержания и усугубления вен-
тиляционных нарушений [1, 2]. Персистирующее 
бронхолегочное воспаление и выраженные вен-
тиляционные нарушения у больных хрониче-
скими обструктивными заболеваниями легких 
представляют собой значимый фактор риска 
контаминации дыхательных путей условно-па-
тогенными и патогенными микроорганизмами, 
что наиболее выражено в случае ХОБЛ [3]. Вы-
полнен ряд исследований орофарингеальной ми-
кробиоты с использованием современных моле-
кулярно-генетических методов. Вне обострения 
в группах больных БА и ХОБЛ по мере увеличе-
ния выраженности вентиляционных нарушений 
и тяжести заболевания отмечается уменьшение 
содержания непатогенных представителей типа 
Bacteroidetes (прежде всего рода Prevotella), в 
норме составляющих подавляющее большин-
ство микроорганизмов респираторного тракта 
здорового человека. Вместе с тем установлено  
увеличение содержания потенциально патоген-
ных и патогенных представителей Firmicutes, 
Proteobacteria, Actinomyces, Mycoplasma [4–6]. 
При ýтом степень указанных изменений наиболее 
выражена у больных тяжелой и крайне тяжелой 
ХОБЛ [4]. Вероятно, проводимая фармакотера-
пия может оказывать влияние на качественный 
и количественный состав микробиоты дыха-
тельных путей у больных бронхиальной астмой  
и ХОБЛ. 

Системные глюкокортикостероиды представ-
ляют собой одну из важнейших групп препа-
ратов, широко используемых у больных БА и 
ХОБЛ в период обострения в дополнение к брон-
холитической терапии [1, 2]. Следует отметить, 
что роль курсового приема системных глюко-
кортикостероидов в трансформации респиратор-
ной микробиоты у данной группы больных ис-
следована слабо. В нескольких опубликованных 
результатах исследований, выполненных с уча-
стием больных ХОБЛ, отмечается положитель-
ное влияние применения системных кортикосте-
роидов в период обострения заболевания как на 
качественные характеристики мокроты, так и на 
состав микробиоты сразу после разрешения обо-
стрения. Так, A.E. Evensen (2010) отмечает умень-
шение продукции гнойной мокроты при ХОБЛ на 

фоне назначения короткого курса пероральных 
кортикостероидов [7]. 

В другом исследовании Y.J. Huang и соавт. 
(2014), используя высокотехнологичные мето-
дики секвенирования бактериальных генов 16S 
pРНК, полученных из мокроты 60 больных 
ХОБЛ в период обострения, описали динамику 
состава респираторной микробиоты непосред-
ственно до и сразу после курса терапии. Послед-
ний включал помимо бронхолитиков только ан-
тибиотики, только системные кортикостероиды  
(СКС) или комбинацию антибактериальной те-
рапии с курсом приема пероральных глюкокор-
тикостероидов (ГКС). Оказалось, что приме-
нение антибактериальных препаратов без ГКС 
приводило сразу после курса лечения к суще-
ственному сокращению численности бактерий в 
мокроте по многим таксонам (преимущественно 
за счет представителей Proteobacteria). Одна-
ко при ýтом в значительной степени снижался 
показатель α-разнообразия микробиоты. Сни-
жение таксономического разнообразия респи-
раторной микробиоты скорее следует расце-
нивать как неблагоприятный ýффект терапии, 
поскольку такое микробиотическое сообщество 
имеет меньший метаболический потенциал. Оно 
является менее устойчивым к внедрению и за-
креплению в нем микроорганизмов извне, в 
том числе и способных провоцировать разви-
тие инфекционного процесса и, следовательно, 
обострение заболевания. С другой стороны, в 
группе больных ХОБЛ, получавших перораль-
ные глюкокортикостероиды без антибиотиков, 
респираторная микробиота демонстрировала 
увеличение индекса таксономического разно- 
образия, но со значительным ростом численности 
многих микроорганизмов, включая представите-
лей типа Proteobacteria. Оптимальный результат 
был получен в группе больных с обострением 
ХОБЛ, которые получали СКС в дополнение к 
антибактериальной терапии. В мокроте отмеча-
лось снижение бактериальной нагрузки на фоне 
увеличения индекса таксономического разно- 
образия микробиоты [8].

В связи с тем, что остается неочевидным от-
даленный ýффект курсовой терапии СКС, про-
водимой в период обострения, на состав респи-
раторной микробиоты у больных БА и ХОБЛ 
вне обострения, целью данного исследования 
стала оценка способности системных глюкокор-
тикостероидов, назначенных в период обостре-
ния заболевания, оказывать модифицирующее 
влияние на качественный и количественный со-
став орофарингеальной микробиоты.
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Оригинальные статьи

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В соответствии с поставленной целью по еди-
ному протоколу спланировано и выполнено од-
номоментное сравнительное неинтервенционное 
исследование, в которое включены 88 больных 
ХОБЛ (средний возраст (58 ± 9) лет, из них 57 
пациентов с ХОБЛ средней степени тяжести и 31 
больной ХОБЛ тяжелого и очень тяжелого тече-
ния) и 50 пациентов с БА (средний возраст (57 ± 7) 
лет, из них 23 пациента с легкой контролируемой 
и частично контролируемой астмой и 27 больных 
тяжелой неконтролируемой астмой). В исследо-
вание включали мужчин и женщин, больных БА 
и ХОБЛ стабильного течения, с подтвержденным 
диагнозом (в соответствии с международными 
(GINA, GOLD) и Российскими клиническими ре-
комендациями), анамнезом наблюдения за боль-
ным на протяжении 12 мес и более, отсутствием 
анамнеза обострений и системной антибиотико-
терапии на протяжении 4 нед и более, предше-
ствующих включению в работу.

Всем больным проводилось объективное кли-
ническое обследование с тщательным сбором 
анамнестических данных и анализом медицин-
ской документации, особое внимание уделено 
частоте курсов приема СКС за предшествующие 
включению 12 мес. 

Также у всех пациентов, участвующих в иссле-
довании, были взяты образцы орофарингеальной 
микробиоты для выделения бактериальной ДНК 
с помощью набора FastDNA® SPIN Kit for Soil 
(MPBIO, США). Все образцы подвергнуты секве-
нированию по последовательностям 16S рРНК 
генов, V3–V4 вариабельные регионы на приборе 
Illumina MiSeq (Illumina, США). Фильтрация ри-
дов по качеству и их таксономическая классифи-
кация по байессовскому алгоритму против базы 
данных Greengeens V13.5 проведены с помощью 
программного обеспечения QIIME. Среднее чис-
ло соотнесенных по таксономии ридов на обра-
зец составило  2 151 ± 245. 

Статистическая обработка данных выполнена 
с использованием пакета программ Statistica for 
Windows version 10.0. При сравнении частот ка-
чественных признаков использовался критерий 
χ2. Качественные данные представлены в виде 
абсолютных или относительных (%) частот, ко-
личественные – в виде М ± SD, где М – сред-
нее арифметическое, SD – стандартное откло-
нение. Разницу значений считали значимой при  
p < 0,05. Корреляционный анализ данных выпол-
нен с использованием метода ранговой корреля-
ции Спирмена (R) в пакете stats языка R.

Для выявления взаимосвязи между таксоно-
мическим составом метагеномов и их метадан-
ными использована обобщенная линейная модель 
(Generalised Linear Model, GLM) в ее реализации 
на программном языке R версии 3.1.0, пакет glm2. 
Этот метод позволяет выявлять нелинейные вза-
имосвязи между данными с распределением, от-
личным от нормального. В качестве предикторных 
переменных использованы данные о диагнозе до-
норов образцов, а также сведения о терапии, в 
том числе частоте курсов СКС. В качестве ответ-
ных переменных использованы показатели пред-
ставленности бактериальных видов или родов (%). 
Модель применена в предположении Пуассонов-
ского распределения величин. Результатом ана-
лиза с помощью данного метода является опре-
деление набора значений параметра оценки (англ. 
estimate), отражающего влияние изменения ре-
грессора – предикторной переменной (в данном 
случае клинико-анамнестические факторы) – на 
зависимую переменную (представленность той или 
иной операционной таксономической единицы) в 
логарифмическом масштабе. Рассчитываемый при 
ýтом коýффициент наклона прямой (КНП), опре-
деляющий направление и степень зависимости, яв-
ляется значением из выдачи команды glm в поле 
estimate. В физическом понимании, если провести 
прямую апроксимации тренда зависимости иссле-
дуемых величин, то данный коýффициент опреде-
ляет степень наклона данной прямой относитель-
но горизонтальной оси.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
При изучении анамнеза отмечено, что в группе 

больных астмой курсы терапии системными глю-
кокортикостероидами за предшествующие 12 мес 
получали 44% пациентов (13% больных легкой 
контролируемой и частично контролируемой БА, 
что статистически значимо отличалось от частоты 
ýпизодов приема СКС в группе больных тяжелой 
неконтролируемой БА – 70,4%; p = 0,00015). Дан-
ный показатель у больных астмой прямо корре-
лировал с частотой обострений заболевания (R =  
= 0,68; р = 0,005) и частотой случаев госпитали-
зации по поводу обострения (R = 0,58; р = 0,002).

В группе больных ХОБЛ курсовую терапию 
СКС проводили 17,05%  пациентов (в группе боль-
ных с ХОБЛ 2 степени тяжести – 8,8% случаев, 
у больных ХОБЛ тяжелого и крайне тяжелого 
течения – 32,3%, p = 0,0001). При ýтом так же 
как и в случае астмы частота ýпизодов курсовой 
терапии системными кортикостероидами прямо 
коррелировала с частотой обострений (R = 0,24; 
р = 0,0035) и госпитализаций (R = 0,73; р = 0,005).
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Следует отметить, что частота курсов приема 
СКС за предшествующие 12 мес терапии стати-
стически значимо различалась между группами 
больных БА и ХОБЛ (p = 0,006).

При глубинном анализе таксономического со-
става микробиоты в образцах орофарингеальных 
мазков больных ХОБЛ и БА определены наибо-
лее представленные роды микроорганизмов, со-
ставляющие в сумме 95% от всего микробиоти-
ческого состава по всем образцам. Так, в число 
наиболее представленных микроорганизмов со 
значением 10% и более в структуре идентифи-
цированного микробиотического генома в об-
разцах больных ХОБЛ и пациентов с БА вошли 
роды Streptococcus, Prevotella и Veillonella. Среди 
преобладающих микроорганизмов, составляющих 
2–10% микробиоты, в образцах больных ХОБЛ 
следует выделить роды Fusobacterium, Neisseria, 
Leptotrichia, Haemophilus, Actinomyces, Rothia и 
Porphyromonas, а в образцах пациентов с БА –  
роды Fusobacterium, Neisseria, Leptotrichia, 
Porphyromonas, Haemophilus, Actinomyces, Rothia 
и Actinobacillus.

Для выявления значимых трендов в изменении 
состава орофарингеальной микробиоты на уровне 
родов и отделов под влиянием клинико-анамне-
стических факторов, таких как  количество ýпи-
зодов применения системных кортикостероидов, 
использован метод обобщенных линейных моделей.

Влияние ýпизодов приема СКС больными БА и 
ХОБЛ по сравнению с пациентами без анамнеза 
курсового приема глюкокортикостероидов на про-
тяжении предшествующих 12 мес нашло отражение 
в снижении содержания в орофарингеальных маз-
ках представителей родов Streptococcus (КНП =  
–0,091; р = 0,005) (рис. 1) и Haemophilus (КНП =  
–0,333; р = 0,006) (рис. 2), а также в увеличе-
нии представленности микроорганизмов отдела 
Bacteroidetes (КНП = 0,091; р = 0,0087) (рис. 3) и 
рода Prevotella (КНП = 0,176; р = 0,005) (рис. 4).

Несмотря на более высокую обсемененность 
представителями отдела Bacteroidetes образцов 
больных с анамнезом курсового приема СКС (в 
течение года до включения в исследование) по 
сравнению с пациентами без анамнеза примене-
ния СКС, по мере увеличения частоты приема 
глюкокортикостероидов намечался тренд к сни-
жению содержания данных микроорганизмов в 
образцах (см. рис. 3). 

Схожая закономерность наблюдается и на рис. 
4, отражающем динамику содержания бактерий 
рода Prevotella в орофарингеальных мазках боль-
ных БА и ХОБЛ в зависимости от частоты ýпизо-
дов терапии СКС за предшествующие 12 мес. 

Рис. 1. Представленность рода Streptococcus в орофаринге-
альных мазках больных БА и ХОБЛ в зависимости от часто-

ты ýпизодов терапии СКС за предшествующие 12 мес
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Рис. 2. Представленность рода Haemophilus в орофаринге-
альных мазках больных БА и ХОБЛ в зависимости от часто-

ты ýпизодов терапии СКС за предшествующие 12 мес
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Рис. 3. Представленность отдела Bacteroidetes в орофаринге-
альных мазках больных БА и ХОБЛ в зависимости от частоты 

ýпизодов терапии СКС за предшествующие 12 мес

Рис. 4. Представленность рода Prevotella в орофарингеаль-
ных мазках больных БА и ХОБЛ в зависимости от частоты 

ýпизодов терапии СКС за предшествующие 12 мес
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Возможно, при включении в исследование 
большего количества пациентов с частыми обо-
стрениями и ассоциированными с ними ýпизода-
ми курсового применения СКС выявленный тренд 
был бы более значимым. Однако на протяжении 
предшествующего года подавляющее большинство 
скринированных в данной работе пациентов не 
применяло СКС (n = 101), а 30 больным потребо-
вался один курс приема глюкокортикостероидов 
в течение 12 мес. Небольшому количеству паци-
ентов с наиболее тяжелым течением заболевания 
и частыми ýпизодами обострения потребовалось 
два (три больных тяжелой неконтролируемой БА 
и один пациент с ХОБЛ тяжелого течения), три 
(два пациента с тяжелой неконтролируемой БА) 
и четыре (один больной тяжелой неконтролируе-
мой БА) курсовых приема преднизолона. 

Следует отметить, что исключение из ассоци-
ативной статистической обработки больных БА 
не привело к изменению выявленных трендов во 
взаимосвязи степени представленности указан-
ных выше бактерий в структуре орофарингеаль-
ных метагеномов в изолированной группе паци-
ентов с ХОБЛ и влияния терапии СКС (таблица).

Т а б л и ц а

Особенности количественного состава орофарингеальной  
микробиоты больных ХОБЛ (n = 88) в зависимости  

от частоты курсовой терапии СКС за предшествующие 12 мес

Показатель КНП р

Род Streptococcus –0,09 0,005

Род Haemophilus –0,33 0,006

Род Porphyromonas –0,35 0,01

Тип Bacteroidetes 0,09 0,01

Род Prevotella 0,18 0,005

П р и м е ч а н и е.  Чем выше значение КНП по модулю, тем 
сильнее выявленное влияние (значительнее различие); представ-
лены значения p с поправкой на множественное сравнение по 
формуле Бонферрони.

ОБСУЖДЕНИЕ
Новые данные в рамках ассоциативного ана-

лиза представленности различных микроорганиз-
мов в орофарингеальной микробиоте больных 
БА и ХОБЛ и анамнеза фармакотерапии свиде-
тельствуют о том, что использование СКС, на-
значенных в период обострения заболевания, мо-
дифицирует состав респираторного микробиома 
в стабильный период. Влияние частоты ýпизодов 
приема СКС, назначенных по поводу обострения 
у больных   БА и ХОБЛ, нашло отражение в сни-
жении содержания в орофарингеальных мазках 
таких родов протеобактерий, включающих па-
тогенные микроорганизмы, как Streptococcus  и 
Haemophilus.

Важным является достоверный тренд к увели-
чению доли микроорганизмов типа Bacteroidetes 
и представляющих его бактерий рода Prevotella в 
орофарингеальных мазках у больных БА и ХОБЛ, 
использовавших СКС при обострениях, в отличие 
от образцов пациентов, не применявших СКС на 
протяжении предшествующего года. Установлено, 
что по мере увеличения количества ýпизодов при-
ема СКС, свидетельствовавших о большей  частоте 
обострений, наблюдалось уменьшение содержа-
ния Bacteroidetes в мазках, однако оно по-преж-
нему оставалось статистически более высоким, 
чем в образцах пациентов, не применявших СКС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные о положительном моди-

фицирующем влиянии СКС, назначенных при 
обострении БА и ХОБЛ, на состав респираторной 
микробиоты, проявляющемся в увеличении в ста-
бильный период заболевания орофарингеальной 
представленности непатогенных бактерий типа 
Bacteroidetes и снижением бактериальной обсе-
мененности представителями типа Proteobacteria, 
включающего условно патогенные и патогенные 
микроорганизмы, могут быть использованы в 
качестве дополнительного обоснования целесо-
образности назначения глюкокортикостероидов 
при обострении БА и ХОБЛ. 
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ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the ability of systemic glucocorticosteroids administered during 
the exacerbation of the disease to have a modifying effect on the qualitative and quantitative composition of 
the oropharyngeal microbiota.

Material and methods. The study included 88 patients with COPD and 50 patients with stable asthma. The 
patients have had a history of observation for twelve months or more; they are characterized by the absence 
of exacerbations and systemic antibiotic therapy for four weeks or more prior to inclusion in the study. Also, 
all patients participating in the study were taken samples of oropharyngeal microbiota for isolating bacterial 
DNA and sequencing 16S rRNA gene sequences followed by the analysis of the taxonomic composition of the 
microbiota. Generalized linear model implemented in the R programming language version 3.1.0, glm2 package 
was used to identify the relationship between taxonomic composition of metagenomes and metadata.  

Results. The study suggests that the use of systemic glucocorticosteroids administered during the exacerbation 
of asthma and COPD modifies the composition of the respiratory microbiome in the period of stability increasing 
the oropharyngeal representation of non-pathogenic bacteria such as Bacteroidetes (including members of the 
genus Prevotella) and reducing bacterial contamination of oropharyngeal swabs by proteobacteria especially 
Streptococcus, and Haemophilus, which includes pathogens.

Key words: bronchial asthma, COPD, systemic glucocorticosteroids, oropharyngeal microbiota, 
exacerbation. 
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ОБЗОРЫ И ЛЕКЦИИ

ВВЕДЕНИЕ
Патологическое течение противоинфекцион-

ного иммунного ответа и клиническая манифе-
стация инфекционного заболевания возникают 
при нарушениях иммунологической реактивности 
организма. В случае адекватного взаимодополня-
ющего функционирования систем врожденного 
и адаптивного иммунитета, напротив, происхо-
дит своевременное уничтожение любого инфек-
ционного антигена (вне зависимости от пути 
его проникновения в макроорганизм) на уровне 
«первой линии защиты», как правило, в системе 
мукозального иммунитета, то есть иммунитета 
слизистых оболочек. При инфицировании чело-
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РЕЗЮМЕ

В статье представлен обзор научных исследований, раскрывающих механизмы неэффективной реализа-
ции антигенспецифического иммунного ответа при туберкулезе легких в зависимости от клинической 
формы (инфильтративный и диссеминированный туберкулез легких) и варианта течения (лекарствен-
но-чувствительный и лекарственно-устойчивый туберкулез легких) заболевания. Установлено, что ме-
ханизмы иммунного дисбаланса при туберкулезе легких связаны с нарушением костимуляции сигналов, 
необходимых для активации Т-лимфоцитов, и иммуносупрессорным действием регуляторных Т-клеток 
как при их взаимодействии с дендритными клетками на индуктивной стадии иммунного ответа, так и 
в процессе дифференцировки и пролиферации эффекторных клеток с формированием супрессорного 
режима иммунорегуляции.

Ключевые слова: туберкулез легких, иммунный ответ, регуляторные Т-клетки, иммунорегуляция.
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века Mycobacterium tuberculosis (МВТ) развитие 
и прогрессирующее течение туберкулеза легких 
(ТЛ)  практически всегда связано с наличием у 
пациента вторичной иммунологической недо-
статочности [1–3]. С другой стороны, в основе 
любого иммунопатологического процесса лежит 
первичная активация иммунных реакций, однако 
в случае туберкулезного воспаления она носит 
кратковременный и неýффективный характер и 
не приводит к полноценной реализации много-
стадийного иммунного ответа с образованием 
специфичных к антигену клеток памяти. Установ-
лено, что механизм иммунного дисбаланса при 
туберкулезной инфекции связан, прежде всего, 
с поляризацией иммунного ответа в направле-
нии Treg- и Th2-зависимых путей [4–6]. В свою 
очередь, избыточное количество регуляторных 
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Т-клеток (Treg) при ТЛ может быть опосредова-
но нарушением процесса презентации антигена, 
в частности, активацией толерогенных (индуци-
рующих иммунологическую толерантность) ден-
дритных клеток на стадии инициации иммунного 
ответа [7, 8]. 

Толерогенные дендритные клетки:  
особенности цитокинового профиля   
и  роль в нарушении инициации Т-клеточного 
иммунного ответа при туберкулезе легких

Презентация антигена является ключевым ýта-
пом иммунного ответа. Нарушение представления 
антигена лежит в основе неадекватного иммун-
ного ответа против инфекционного патогена, в 
том числе МВТ. В числе основных антигенпре-
зентирующих клеток на сегодняшний момент рас-
сматриваются дендритные клетки (ДК), которые 
определяют не только направленность диффе-
ренцировки Т-лимфоцитов, но и интенсивность и 
продолжительность иммунного ответа, тем самым 
являясь своего рода его «дирижерами».

При контакте с патогеном ДК связываются с 
его патоген-ассоциированными молекулярными 
паттернами (PAMP). Это взаимодействие осу-
ществляется, в том числе, через ýкспрессирован-
ные на ДК рецепторы семейства toll-подобных 
рецепторов (toll-like receptors – TLRs). В отноше-
нии MBT таким рецептором является TLR типа  
2 (TLR2). В результате контакта TLR2 с PAMP ми-
кобактерий в ДК запускается процесс трансдук-
ции сигнала активации клетки через систему 
адаптерных молекул и транскрипционных фак-
торов, в частности ядерного транскрипционного 
фактора NF-κB, что приводит к транскрипции 
генов-мишеней (генов главного комплекса гисто-
совместимости MHC (Major Histocompatibility 
Complex), или HLA (Human Leukocytes Antigens)), 
молекул костимуляции семейства В7, секрети-
руемых ДК провоспалительных цитокинов –  
интерлейкинов (IL): IL-12, IL-18, IL-27. 

После взаимодействия с возбудителем функ-
ционально и фенотипически зрелые ДК ýкспрес-
сируют молекулы гистосовместимости МНС, или 
HLA, в комплексе с микробными пептидами, 
которые презентируются наивным Т-лимфоци-
там и распознаются их Т-клеточным рецептором 
(TCR). Для передачи Т-лимфоцитам адекватной 
информации об антигене важную роль играют 
ýкспрессируемые на зрелых ДК поверхностные 
молекулы костимуляции семейства B7 (CD80 и 
CD86), которые связываются со своими лиганда-
ми (CD28) на наивных Т-лимфоцитах-хелперах 

(Th0). Это служит сигналом к дифференцировке 
Th0 в Т-хелперы типа 1 (Th1) и их пролиферации 
с формированием клона антигенспецифических 
Т-клеток-ýффекторов. Кроме того, активирован-
ные ДК продуцируют и секретируют цитокины, 
направляющие дифференцировку наивных Th0 в 
надлежащем направлении, то есть в Th1-клетки, 
и активацию последних (рис. 1). 

Рис. 1. Клетки-участники иммунного ответа на Mycobacterium 
tuberculosis: СD (cluster of differentiation) – кластеры диф-
ференцировки клеток; CD8+ – субпопуляция цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов; IFN (interferon) – интерферон; Foxp3 –  
транскрипционный фактор для дифференцировки регуля-
торных Т-клеток; NK (natural killers) – натуральные килле-
ры; TNF (tumor necrosis factor) – фактор некроза опухолей 

(здесь и на рис. 2, 3) 

На сегодняшний день одним из перспективных 
способов получения ДК является трансформация 
выделенных из периферической крови моноцитов 
в процессе их культивирования in vitro с добав-
лением ростовых факторов (IL-4, колониестиму-
лирующего фактора гранулоцитов и макрофагов 
(GM-CSF)) и липополисахарида (ЛПС). Данный 
методический подход активно применяется для 
исследования дендритных клеток при физиоло-
гических и патологических процессах.

В ходе проведенного комплекса научных ис-
следований, направленных на изучение особен-
ностей иммунопатогенеза ТЛ, было установлено, 
что у больных ТЛ вне зависимости от клинической 
формы (инфильтративный – ИТЛ, диссеминиро-
ванный – ДТЛ) и варианта (лекарственно-чув-
ствительный – ЛЧТЛ, лекарственно-устойчивый –  
ЛУТЛ) заболевания количество ДК, ýкспресси-
рующих молекулу CD209 (маркер зрелых ми-
елоидных дендритных клеток), полученных из 
моноцитов крови в процессе их трансформации, 
оказалось выше, чем в группе здоровых доноров 
в 1,7 раза. Однако дальнейшее исследование их 
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иммунофенотипа показало нарушение ýкспрес-
сии на ДК ряда молекул, важных для инициации 
иммунного ответа. Так, например, при анализе 
ýкспрессии TLR2 на ДК было выявлено снижение 
числа клеток TLR2+ у больных ТЛ вне зависимо-
сти от клинической формы и варианта заболе-
вания в среднем в 2,5 раза по сравнению с нор-
мой (то есть у здоровых добровольцев) [9, 10].    
Предположительно, ýто может быть связано с 
«шеддингом» – сбрасыванием рецепторов данно-
го типа в результате действия МВТ. Возможно, 
что оно происходит уже на уровне моноцитов и 
сохраняется при последующей трансформации 
их в ДК [11, 12]. Установлено, что CD209 явля-
ется не только маркером ДК, но также играет 
важную роль в распознавании и захвате М. tu-
berculosis. Однако (в отличие от TLR2) CD209-
опосредованный сигнал, поступая в клетку, не 
активирует, а напротив, ингибирует процессы со-
зревания ДК, то есть является конкурентным по 
отношению к TLR2-зависимой активации клеток 
сигналом [13, 14]. 

Ранее было показано, что у больных ТЛ коли-
чество клеток, ýкспрессирующих молекулы глав-
ного комплекса гистосовместимости II класса –  
HLA-DR, было выше, чем у здоровых лиц, и со-
ставляло 93,60 (91,20–97,60)%, что позволяет сде-
лать предположение об отсутствии нарушений со 
стороны презентирующей функции ДК. Наряду 
с ýтим выявлено, что у больных ТЛ резко пони-
женной (в 1,7 раза относительно нормы) является 
ýкспрессия на ДК молекул костимуляции CD80 
и CD86, являющихся маркером зрелых иммуно-
генных (CD80+CD86+) ДК. Это позволило сделать 
предположение, что при ТЛ имеет место дефицит 
иммуногенных, то есть запускающих иммунных 
ответ, ДК [9, 10].

Известно, что отсутствие костимулятор-
ного сигнала в ходе образования «иммунного 
синапса» между ДК и Т-лимфоцитами посред-
ством молекул CD80 и CD86 (на ДК) и CD28 (на 
Т-клетках) приводит к подавлению дифферен-
цировки и пролиферации Т-лимфоцитов, су-
прессии уже активированных Т-лимфоцитов и 
их гибели [7]. 

Что касается толерогенных ДК, ýкспресси-
рующих только одну из молекул костимуляции, 
в частности CD80, в отсутствие CD86 (то есть 
CD80+CD86-), то у больных ТЛ их количество 
было в среднем по группе в 2,7 раза выше, чем 
у здоровых доноров. Выявлено, что молекула 
CD80 имеет высокое сродство к антигену CTLA-4 
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, или CD152), 
ýкспрессируемому регуляторными Т-клетками с 

иммуносупрессорной активностью, индуцирую-
щих состояние иммунологической толерантности 
[5, 15, 16]. 

В процессе созревания ДК начинают секретиро-
вать провоспалительные цитокины, в число кото-
рых входят, в частности, IL-12, IL-18, IL-27. Про-
дукция цитокинов и других «инструктирующих 
Т-хелперы» факторов является наиболее важным 
из TLR2-регулируемых сигналов, позволяющих 
ДК индуцировать Тh1-клеточный иммунный ответ 
с генерацией Т-клеток-ýффекторов [7, 17]. 

В ряде предыдущих работ установлено, что 
концентрация IL-12 (в частности его биологи-
чески активного гетеродимера IL-12p70, состо-
ящего из двух субъединиц р35 и p40) в супер-
натантах культуральных суспензий зрелых ДК 
была повышенной (в среднем по группе больных 
ТЛ в 1,6 раза по отношению к группе здоро-
вых добровольцев). Однако исключение соста-
вили группы больных с инфильтративным и ле-
карственно-устойчивым ТЛ, у которых данный 
показатель был, напротив, ниже нормы (12,50 
(8,67–13,70) и 9,38 (6,73–10,32) пг/мл соответ-
ственно) [18, 19]. 

С одной стороны, повышение секреции IL-12 
является благоприятным фактором при туберку-
лезной инфекции, поскольку преобладающие в 
ýтой ситуации позитивные ýффекты IL-12, свя-
занные с активацией Т-лимфоцитов, в последу-
ющем способствуют ýлиминации внутриклеточ-
ного патогена [20]. Вместе с тем у больных ТЛ 
наряду с гиперсекрецией гетеродимера IL-12p70 
регистрировалось повышение продукции его го-
модимера – IL-12p40, связывание которого с 
комплементарным цитокиновым рецептором на 
Т-лимфоцитах блокирует данный рецептор и 
препятствует передаче сигнала активации внутрь 
клетки [21, 22].

Что касается других цитокинов, секретиру-
емых ДК, то у больных ТЛ выявлялись разно-
направленные изменения продукции IL-18 (в за-
висимости от клинической формы заболевания) 
в условиях гипопродукции IL-27 (в среднем в 
2,5 раза по сравнению с нормой). Известно, что 
IL-27 способствует клональной ýкспансии CD4+ 
наивных Т-клеток, усиливает действие IL-12 на 
Т-клетки [23, 24].

Таким образом, у больных ТЛ дефицит ак-
тивированных иммуногенных CD80+CD86+ ДК и 
секреции IL-27 в условиях гиперпродукции им-
муносупрессорного гомодимера IL-12р40 и уве-
личения количества толерогенных CD80+CD86- ДК 
позволяет сделать предположение о нарушении 
механизмов инициации Т-клеточного иммунного 
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ответа, опосредованном дисбалансом субпопуля-
ций ДК и снижением их функциональной актив-
ности (рис. 2). 

опосредует не активацию, а подавление Т-клеточ-
ной пролиферации [21, 25]. При ýтом у больных 
ТЛ отмечалось снижение числа Т-лимфоцитов, 
содержащих активные формы транскрипционных 
факторов T-bet, STAT1, STAT4 и тирозиновых 
киназ Jak1, Jak2, Tyk2, участвующих во внутри-
клеточной трансдукции (проведении) сигналов 
активации Т-клеток, опосредованной цитокинами 
семейства IL-12 [1, 26].

Таким образом, выявленное снижение чис-
ла Т-лимфоцитов, ýкспрессирующих gp130-
субъединицу рецептора к IL-27, на фоне гипопро-
дукции самого цитокина и высокой ýкспрессии 
на Т-клетках ингибиторной молекулы WSX-1 
может являться причиной снижения активности 
тирозиновых киназ Jak1, Jak2 и транскрипцион-
ных факторов STAT1, T-bet, что способствует 
уменьшению ýкспрессии IL-12Rβ

2
. Низкая ýкс-

прессия IL-12Rβ
2
 на Т-лимфоцитах в сочетании 

с высокой секрецией супрессорного гомодимера 
IL-12p40 ДК у больных ТЛ, очевидно, нивелирует 
активационные ýффекты IL-12р70. Это приводит 
к еще большему снижению активности указанных 
тирозиновых киназ, а также киназы Tyk2, и, сле-
довательно, к дефициту в клетках активируемых 
ими транскрипционных факторов STAT1, STAT4, 
T-bet и нарушению IL-12-опосредованной акти-
вации Th1-лимфоцитов в целом (рис. 3).  

Рис. 2. Нарушения механизмов инициации Т-клеточного 
иммунного ответа при туберкулезе легких. Çдесь и в рис. 
3:  – стимулирующий ýффект;  – ингибирующий 

ýффект

Клеточные и молекулярные механизмы 
формирования иммуносупрессии  
при туберкулезе легких

Наряду с нарушением механизмов презентации 
антигена и сигнальной трансдукции  при тубер-
кулезной инфекции продемонстрировано увели-
чение численности различных субпопуляций Treg 
и их функциональной активности у больных ТЛ. 

Рис. 3. Нарушения IL-12-опосредованной активации 
Th1-лимфоцитов при туберкулезе легких

Нарушение IL-12-зависимой активации  
Th1-лимфоцитов при туберкулезе легких

Необходимо отметить, что Th1-активирующее 
действие IL-27 связано, в первую очередь, с ин-
дукцией под его влиянием ýкспрессии β2-субъеди-
ницы рецептора к IL-12 (IL-12Rβ

2
) на Т-клетках 

[21, 24]. Дефицит секреции IL-27, несомненно, 
оказывает негативное влияние на формирование 
полноценного рецептора к IL-12 на Т-лимфоци-
тах и активацию клеток. Тем не менее результаты 
проведенных исследований позволили установить 
нарушения внутриклеточной передачи активаци-
онного сигнала в Т-клетках, не связанные с из-
менениями продукции Th1-ассоциированных ци-
токинов при ТЛ. Так, при специфической IL-12/
IL-27-индукции лимфоцитов in vitro у больных 
ТЛ (независимо от клинической формы заболева-
ния) регистрировалось снижение количества кле-
ток, ýкспрессирующих β2-субъединицу рецептора 
к IL-12 (в 1,8 раза при ЛЧТЛ и в 2,1 раза при 
ЛУТЛ

 
по сравнению с показателями в группе здо-

ровых добровольцев) [23]. Вместе с тем у боль-
ных ТЛ отмечалось нарушение количественного 
соотношения Т-лимфоцитов, ýкспрессирующих 
молекулы gp130 и WSX-1, в комплексе составля-
ющих активный рецептор к IL-27. Это проявля-
лось в уменьшении числа лимфоцитов СD3+gp130+ 
(в среднем в 1,6 раза) на фоне повышенного (в 2,1 
раза) содержания Т-клеток с высокой ýкспресси-
ей молекулы WSX-1 (CD3+WSX-1+hi), которая, как 
известно, в случае ее гиперýкспрессии на клетках  
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Так, выявленное увеличение числа CD3+CTLA4+ 
клеток при CD3/CD28-индукции Т-лимфоцитов 
in vitro свидетельствует об усилении супрессор-
ной активности Treg. Механизм супрессии Th1-
ответа посредством CTLA4 определенно вносит 
свой вклад в развитие иммунологической толе-
рантности при ЛУТЛ, при котором отмечалось 
более выраженное увеличение числа CD3+CTLA4+ 
лимфоцитов. В данном случае мы можем судить о 
толерантности Т-клеток, индуцированной МВТ, 
устойчивыми к противотуберкулезным средствам 
(ПТС), то есть с определенными биологически-
ми свойствами, которые способствуют генерации 
Treg на периферии [1, 27–29]. Косвенным дока-
зательством ýтому может служить выявленная 
отрицательная взаимосвязь между общим со-
держанием CD3+ Т-лимфоцитов и количеством 
Т-клеток, имеющих фенотипы CD3+CTLA4+ и 
CD3+CDCD28IL-2, при лекарственно-устойчивом 
варианте ИТЛ (r = –0,68; p = 0,0042 и r = –0,56; 
p = 0,0156 соответственно) и ДТЛ (r = –0,81; p = 
0,011 и r = –0,57; p = 0,019 соответственно). Кроме 
негативного активатора сигнальной трансдукции 
CTLA4, супрессорную активность регуляторных 
Т-клеток связывают с ýкспрессией внутриклеточ-
ного транскрипционного фактора Foxp3+ [30–33]. 
Результаты исследований показали, что количе-
ство CD4+CD25+Foxp3+ Treg-лимфоцитов в крови 
у больных ИТЛ и ДТЛ вне зависимости от лекар-
ственной чувствительности возбудителя в острую 
фазу заболевания возрастало относительно тако-
вого у здоровых добровольцев [1, 5].

Возможно, что выявленные изменения спо-
собствуют формированию супрессии Тh1-зависи-
мого иммунного ответа с целью предотвращения 
развития гиперергических иммунных реакций и 
повреждения ткани легких. Однако в конечном 
итоге ýта, в определенной степени компенса-
торная реакция, связанная с усиленной проли-
ферацией и дифференцировкой Treg, приводит 
к негативным последствиям в виде ослабления 
ýффективности протективного иммунного отве-
та, способствуя утяжелению клинического те-
чения туберкулезной инфекции [5, 34, 35]. Оче-
видно, что повышение численности CD3+CTLA4+ 
и CD4+CD25+Foxp3+ Тreg в крови у больных ТЛ 
является прогностически неблагоприятным фак-
тором. Известно, что одним из путей реализации 
ýффекта Treg считается тройное контактное вза-
имодействие (см. рис. 2), в которое, наряду с Treg 
и клетками-мишенями, вовлекаются толероген-
ные ДК. Численность последних у больных ТЛ, 
по данным исследования, была значительно выше, 
чем у здоровых лиц. Возможно, Treg препятству-

ют формированию иммунного синапса между 
толерогенной ДК и Т-клеткой. Как упоминалось 
выше, в основе ýтого механизма лежит конку-
рентное взаимодействие негативного активатора 
сигнальной трансдукции CTLA-4 с костимулиру-
ющими молекулами В7 (главным образом, CD80) 
на поверхности ДК, способствующее формирова-
нию Т-клеточной анергии [36–38]. Таким образом, 
возрастающее количество Treg с иммунофеноти-
пами CD3+CTLA4+ и CD4+CD25+Foxp3+  практи-
чески при всех клинических формах и вариантах 
течения ТЛ позволяет предположить, что именно 
они осуществляют главную иммуносупрессорную 
функцию при туберкулезной инфекции [5, 6].

Отмечено, что кроме увеличения численности 
Treg при ТЛ повышается и их функциональная 
активность. Наряду с механизмом тройного кон-
тактного взаимодействия регуляторные Т-клетки 
осуществляют свои иммуносупрессорные функ-
ции путем секреции цитокинов-ингибиторов им-
мунного ответа и активации апоптоза Т-лимфо-
цитов [30, 39].

Известно, что апоптоз и пролиферация имму-
нокомпетентных клеток обеспечивают поддержа-
ние иммунологического гомеостаза в организме 
и в норме протекают с приблизительно одина-
ковой интенсивностью. Как следует из получен-
ных результатов, количество апоптотических и 
пролиферирующих клеток у больных с ЛЧТЛ не 
отличалось от соответствующих показателей в 
группе здоровых доноров. Выявлен тот факт, что 
у пациентов с лекарственной резистентностью 
МВТ к ПТС, напротив, обнаруживалось более 
значительное (на 40–50%) увеличение количества 
апоптотических клеток; доля пролиферирующих 
клеток при ýтом снижалась [40].

Активацию апоптоза лимфоцитов на фоне 
угнетения их пролиферативной активности у 
больных ЛУТЛ (особенно выраженную при ДТЛ) 
можно связать со способностью лекарственно-ре-
зистентных МВТ стимулировать апоптоз имму-
нокомпетентных клеток, а также с активацией и 
индукцией Treg [27, 40, 41]. Немаловажным яв-
ляется и то обстоятельство, что иммуносупрес-
сорные ýффекты Treg и лекарственно-устойчи-
вых штаммов MBT являются однонаправленными 
в аспекте активации апоптоза и угнетения про-
лиферации лимфоцитов. В подтверждение ýто-
му анализ взаимосвязей между количеством 
CD4+CD25+Foxp3+ регуляторных Т-клеток и по-
казателями пролиферации и апоптоза лимфо-
цитов крови у больных ТЛ установил наличие 
отрицательной корреляции между численностью 
Treg и пролиферирующих лимфоцитов (r = –0,68;  

Чурина Е.Г., Уразова О.И., Новицкий В.В. и др. Факторы дисрегуляции иммунного ответа

Bulletin of Siberian Medicine.  2016; 15 (5):  166–177



171

Обзоры и лекции

p < 0,05) и положительной корреляции между ко-
личеством Treg и лимфоцитов в состоянии апоп-
тоза (r = 0,68; p < 0,05).

На основании результатов анализа секреции 
цитокинов in vitro, ассоциированных с Treg и 
обладающих иммуносупрессорной активностью, 
можно заключить, что у больных ТЛ имеют ме-
сто разнонаправленные изменения их секреции в 
зависимости от клинической формы заболевания: 
при ДТЛ отмечается гиперпродукция IL-4 и TGF-β 
на фоне дефицита секреции IL-10; при ИТЛ – по-
вышение продукции IL-10 на фоне гипосекреции 
IL-4 и TGF-β. При ýтом выраженность регистри-
руемых изменений ассоциируется с лекарственной 
устойчивостью возбудителя ТЛ к ПТС [1]. 

Известно, что активированные Treg-клет-
ки сами по себе анергичны: in vitro они слабо 
пролиферируют и практически не секретируют 
цитокины, и лишь IL-10 и TGF-β секретируются 
Treg-клетками в значительных количествах [39, 
42–44]. Данный факт подтверждается установ-
ленной у больных ТЛ положительной корреляци-
ей между секрецией in vitro TGF-β и количеством 
в крови регуляторных Т-клеток с иммунофеноти-
пом CD4+CD25+Foxp3+ (r = 0,90; p < 0,01). 

Роль Th17-лимфоцитов в реализации  
эффекторной фазы иммунного ответа  
при туберкулезе легких

В процессе реализации антигенспецифическо-
го адаптивного иммунного ответа, направлен-
ного на ýлиминацию инфекционных антигенов, 
Th1-лимфоциты работают в тандеме с Т-хелпе-
рами типа 17 (Th17), которые, в свою очередь, 
являются функциональными антагонистами регу-
ляторных Т-клеток с супрессорной активностью 
[45–51]. Имеются данные о важной роли Th17 в 
иммунопатогенезе инфекционных заболеваний с 
внутриклеточной локализацией возбудителя, в 
том числе ТЛ [52–56]. Исследования количества 
и функциональной активности Th17-лимфоци-
тов показали, что у больных ТЛ вне зависимости 
от клинической формы (ИТЛ, ДТЛ) и варианта 
(ЛЧТЛ, ЛУТЛ) заболевания численность Т-кле-
ток с иммунофенотипом CD4+CD161+IL-17A+ 
(Th17) увеличивалась по сравнению с показа-
телями у здоровых добровольцев. Что касает-
ся секреторной активности CD4+CD161+IL-17A+ 
Th17-лимфоцитов, то продукция in vitro их клю-
чевых цитокинов IL-17A и IL-22 у пациентов с ТЛ 
повышалась в 2,3 (р < 0,001) и 2,7 (р < 0,05) раза 
соответственно. При ýтом наиболее выраженное 
увеличение секреции IL-17A регистрировалось у 

больных ДТЛ [57]. Обязательным фактором раз-
вития ДТЛ является гематогенное распростране-
ние инфекции. Вероятно, бактериемия вызывает 
более сильный ответ со стороны Th17-лимфоци-
тов, что и могло обусловливать более высокое 
значение показателя секреции IL-17A у пациен-
тов с данной формой заболевания.

Таким образом, у больных ТЛ увеличение чис-
ла CD4+CD161+IL-17A+ Th17-лимфоцитов, а также 
их функциональной активности (что подтвержда-
ет выявленная положительная взаимосвязь со-
держания CD4+CD161+IL-17A+ Тh17-лимфоцитов 
и секреции IL-17A (r = 0,413; р = 0,029) и IL-22 
(r = 0,575; р = 0,001) при ТЛ) может рассматри-
ваться как иммунная реакция, направленная на 
компенсацию функциональной недостаточности 
Th1-лимфоцитов. Происходящая под воздей-
ствием секретируемых медиаторов активация 
и привлечение в очаг воспаления нейтрофилов, 
макрофагов и Th1-лимфоцитов способствуют от-
граничению зоны повреждения в ткани легкого и 
ýлиминации M. tuberculosis [58–61].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Анализируя представленные данные (соб-

ственные и других авторов), можно сделать за-
ключение, что при туберкулезной инфекции 
дисрегуляция иммунного ответа обусловлена 
патологическим течением как индуктивной, так 
и ýффекторной фазы антигенспецифического 
ответа. С одной стороны, механизм указанных 
изменений связан с нарушением костимуляции 
сигналов, необходимых для полноценной акти-
вации Т-лимфоцитов. С другой, – формируются 
условия, благоприятные для реализации иммуно-
супрессорного действия регуляторных Т-клеток 
как при их взаимодействии с толерогенными ДК 
на индуктивной стадии иммунного ответа, так и в 
процессе дифференцировки и пролиферации ýф-
фекторных клеток с формированием супрессор-
ного режима иммунорегуляции. 
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The factors of dysregualtion of the immune response (at different stage  
of its implementation) in patients with pulmonary tuberculosis 
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2, Moscow Trakt, Tomsk, 634050, Russian Federation
2 National Research Tomsk State University (NR TSU)  
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ABSTRACT

The article provides an overview of scientific research to explain the mechanisms of inefficient implementation 
of antigen-specific immune response in patients with tuberculosis infection depending on the clinical form 
(infiltrative and disseminated pulmonary tuberculosis) and the course (drug-sensitive and drug-resistant 
pulmonary tuberculosis) of the disease. The mechanisms of immune imbalance in patients with pulmonary 
tuberculosis are associated with abnormal co-stimulation of a signal required for the activation of T-lymphocytes 
and immunosuppressive influence of regulatory T-cells both when they interact with dendritic cells at the 
inductive stage of the immune response, and in the process of differentiation and proliferation of effector cells 
with formation of suppressive mode of immune-regulation. 

Key words: pulmonary tuberculosis, immune response, regulatory T-cells, immune-regulation. 
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ВВЕДЕНИЕ
Синдром Коуден (синдром множественных га-

мартом) – ýто генетическое заболевание с аутосо-
мно-доминантным типом наследования и вариа- 
бельной ýкспрессивностью генов. Характерными 
признаками данной патологии являются множе-
ственные гамартомы, обусловленные аномалия-
ми развития ýктодермального, мезодермального, 
ýндодермального зародышевых листков, и про-
грессирующий рост доброкачественных и злока-
чественных новообразований. У 89% пациентов с 
синдромом Коуден диагностируют рак [1]. Çло-
качественные  опухоли локализуются чаще всего 
в молочной железе (22–80% случаев) и щитовид-
ной (7–35% случаев) железе. Рак толстого ки-
шечника обнаруживают у 5% пациентов, почек –  
4%, ýндометрия – у 5% больных. Среди добро-
качественных новообразований при болезни Ко-
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уден первое место занимают полипы желудка и 
толстого кишечника (22% случаев), реже диагно-
стируют липомы, гемангиомы и аденомы паращи-
товидных желез.

Синдром множественных гамартом был впер-
вые описан Costello в 1940 г. [2]. В 1963 г. Lloyd 
и Dennis диагностировали данный симптомоком-
плекс у 20-летней больной Rachel Cowden, имен-
но ее именем и была впоследствии названа бо-
лезнь. Частота встречаемости синдрома Коуден 
составляет 1 : 200 тыс. населения [3]. Дебютирует 
болезнь Коуден в возрасте 4–75 лет, в половине 
случаев – до 40 лет. Мужчины болеют чаще, чем 
женщины.

Çаболевание ассоциировано с зародышевыми 
мутациями в локусе 10q23.3 на длинном плече  
хромосомы 10, где расположен ген-супрессор 
опухоли PTEN, управляющий ростом и диффе-
ренцировкой клеток [4]. На сегодняшний день 
известно более 80 мутаций, они не позволяют 
белку PTEN ýффективно регулировать процессы 
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дифференцировки клеток, что приводит к фор-
мированию опухоли  [5].

Клиническая картина синдрома Коуден разно-
образна. К патогномоничным симптомам относят 
гиперкератоз и папилломатоз кожи и слизистых 
оболочек. У 90% пациентов с болезнью Коуден 
высыпания на коже представлены трихолеммома-
ми [6]. 

Папулы, похожие на плоские бородавки тем-
но-розового или коричневого цвета, локализу-
ются вокруг глаз, носа, рта, на губах в области 
спаек, на верхней части щек, ушных раковинах. 
Слизистые оболочки имеют вид булыжной мо-
стовой из-за сливающихся беловатых папул раз-
мером 1–3 мм с гладкой поверхностью. Высыпа-
ния на тыльной поверхности кистей, предплечий, 
а также на ладонях и стопах в виде плоских оро-
говевающих папул представляют собой перифе-
рический гиперкератоз. Для постановки диагноза  
достаточно наличия у больного минимум шести 
папиллом кожи лица, три  из которых являются 
трихолеммомами, папиллом слизистых оболочек 
полости рта, периферического гиперкератоза. 
Подтверждением наличия синдрома  Коуден  яв-
ляются макроцефалия, или болезнь Лермитта –  
Дюкло, «птичье» лицо, гипоплазия верхней и 
нижней челюстей, кифосколиоз, асимметрия 
грудной клетки, гипоплазия мягкого нёба, хрони-
ческий рецидивирующий синусит и ринофарин-
гит, поражение центральной нервной системы в 
виде умственной отсталости, ýпилепсии, невром, 
ганглионевром, менингеом височной кости.

В 1997 г. Международным консорциумом по из-
учению синдрома Коуден были опубликованы кри-
терии диагностики ýтого заболевания [7]. К патог-
номоничным симптомам отнесены изменения кожи 
и слизистых. Наиболее важными диагностически-
ми критериями являются рак молочной железы и 
рак щитовидной железы, опухоли мозжечка, ма-
кроцефалия (> 97-го перцентиля, 58 см для взрос-
лых женщин, 60 см для мужчин). К минимальным 
диагностическим критериям относят: различные 
тиреоидные заболевания (аденомы или многоуз-
ловой зоб), фиброзно-кистозную мастопатию, же-
лудочно-кишечные гамартомы, фибромы, липомы, 
различные опухоли органов малого таза, аутизм, 
снижение интеллекта (незначительное, IQ < 75).

На сегодняшний день основная тактика лече-
ния синдрома Коуден – хирургическая. Она вклю-
чает в себя лазеротерапию, ýлектрокоагуляцию. 
Учитывая высокий риск развития рака молочной 
железы, иногда требуется проведение профилак-
тической двухсторонней мастýктомии. Прогноз 
зависит от злокачественного заболевания, его 

стадии на момент постановки диагноза и лечения. 
Принимая во внимание редкость данной патоло-
гии, представляется актуальным описание клини-
ческого случая у взрослой пациентки с синдромом 
Коуден, у которой возник  ишемический инсульт.

Клинический пример. Больная Т., 20 лет, про-
ходила лечение в неврологический клинике с 
30.08.2015  по 14.09.2015. При поступлении жа-
ловалась на общую слабость, быструю утомляе-
мость. Пациентку также беспокоили периодиче-
ские головокружения несистемного характера.

Анамнез жизни. Пациентка родилась в Казах-
стане. При рождении был поставлен диагноз: ге-
молитическая болезнь новорожденных, врожден-
ный вывих бедра справа. В родильном доме было 
проведено переливание крови, осложнившееся 
сепсисом. В последующем девочка наблюдалась 
у ортопеда с диагнозом: врожденная аномалия 
развития позвоночника – синостоз С3–С4, про-
грессирующий S-образный сколиоз 2-й степени. 
Челюстно-лицевой дизостоз. Артроз правого 
тазобедренного сустава, coxa-vara справа. Уко-
рочение правой нижней конечности на 1,5 см. 
Укорочение левой верхней конечности на 3 см. У 
невролога  наблюдалась с  диагнозом: аномалия 
развития шейного, грудного отделов позвоноч-
ника, цервикальная миелопатия, рефлекторный 
тетрапарез, больше выраженный слева. Сопут-
ствующий диагноз: киста надгортанной области. 

Девочка отставала от сверстников в физиче-
ском развитии: голову начала держать с 5 мес, 
сидеть – с 7 мес, ходить – в 1,5 года. В школу 
пошла в 7 лет, закончила 11 классов. Поступила 
в ТУСУР, сейчас учится на 4-м курсе. В 12 лет 
девочка была обследована у врача-генетика. 

Результаты магнитно-резонансной томо-
графии (МРТ) головного мозга от 11.02.2008. 
Нарушение оттока ликвора из задних рогов бо-
ковых желудочков без признаков окклюзии. Ги-
перплазия шишковидной железы. Мелкие кисты в 
шишковидной железе (диаметром не более 1 мм). 

Результаты МРТ шейного отдела позво-
ночника от 11.02.2008. Искривление в шейном 
отделе позвоночника. Нестабильность тел по-
звонков С3 и С4. Снижена высота межпозвон-
кового диска С3–С4. Отмечается незаращение 
зуба с телом 2-го шейного позвонка. Çуб 2-го 
шейного позвонка смещен кзади и вызывает рез-
кую компрессию спинного мозга. Спинной мозг 
на данном уровне значительно уменьшен в ди-
аметре, до 2 мм. Çадняя продольная связка на 
уровне зуба гипертрофирована. Патологических 
образований в структурах спинного мозга не  
выявлено.

Бюллетень сибирской медицины. 2016; 15 (5): 178–183



180

Результаты электроэнцефалографии (ЭЭГ) 
от 18.02.2008. На фоне умеренно дезорганизо-
ванной ЭЭГ регистрируются признаки амплитуд-
ной асимметрии, снижение порога судорожной 
готовности, возможный очаг патологической не- 
ýпилептиформной  активности в височной области  
справа; ирритация стволовых структур на гипо-
таламическом уровне.

Консультация гинеколога: дисменорея.
После проведенного обследования в НИИ 

медицинской генетики ТНЦ СО РАМН в 2008 г.  
был поставлен  диагноз основной: «синдром 
множественных гамартом (синдром Коуден)». 
Осложнения основного диагноза: «миелопатия 
(компрессия спинного мозга зубом 2-го шейного 
позвонка)». Сопутствующий диагноз: «врожден-
ные аномалии развития: опущение правой почки, 
дефицит массы тела 2-й степени, аплазия лим-
фоидной ткани нёбных миндалин». Установлена 
инвалидность в марте 2008 г.

Анамнез заболевания. Çаболела остро 
27.09.2014 г. Появились головокружение, оне-
мение левой половины лица. Самостоятельно 
прошла МРТ-исследование головного мозга. Çа-
ключение: МРТ-картина гиподенсного очага в 
проекции моста справа наиболее соответствует  
подострой стадии нарушения мозгового крово- 
обращения по ишемическому типу (рис. 1). Ре-
зультаты МРТ сосудов головного мозга: гипо-
денсный очаг в проекции моста справа. Стеноз 
позвоночного канала. Локальное расширение 
V3-сегмента левой позвоночной артерии с тур-
булентным током крови.  Гипоплазия правой по-
звоночной артерии с признаками снижения кро-
вотока в ней. Вариант строения Вилизиева круга 
в виде неполной задней трифуркации обеих вну-
тренних сонных артерий (рис. 2).

Пациентка была госпитализирована в Регио-
нальный сосудистый центр Томской областной 
клинической больницы с диагнозом: ишемический 
инсульт, гемодинамический подтип в вертебраль-
но-базиллярном бассейне от 27.09.2014 г., вести-
булоатаксия. Фон заболевания определен не был.

Соматический статус. Пациентка астени-
ческого телосложения, пониженного питания. 
Кожные покровы: обычного цвета, умеренно влаж-
ные. Выраженная деформация позвоночника –  
S-образный сколиоз, «птичье» лицо (рис. 3). Язык 
влажный, видимые слизистые чистые. Артериальное 
давление 110 / 70  мм рт. ст. Дыхание везикулярное, 
хрипов не слышно. Живот мягкий, безболезненный.

Неврологический статус при поступлении. 
Глазные щели D = S. Движения глазных яблок в 
полном объеме.  
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Рис. 1. МРТ-картина гиподенсного очага в проекции моста 
справа (а), стеноз позвоночного канала (б) у пациентки с 

болезнью Коуден 

а

б

Рис. 2. МРТ-картина сосудов головного мозга у пациентки 
с болезнью Коуден
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Рис. 3. Аномалия развития позвоночника (а), «птичье» лицо 
(б) у пациентки с болезнью Коуден

а

б
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Рис. 4. МРТ-картина единичной постишемической кисты в 
стволе мозга, единичного супратенториального очага глио-
за, более вероятно сосудистого генеза, нерезко выраженных 
арахноидальных изменений ликворокистозного характера

ям с обеих сторон. Асимметрия кровотока по 
сонным артериям с преобладанием слева. 

Результаты эхоЭКГ. Пролабирование пе-
редней створки в полость левого предсердия на 
5 мм. Незначительная митральная и трикуспи-
дальная регургитация. Кровь на гомоцистеин 
7,63; АФС-scrin IgM 2,6; IgG 3,2. Больной на-
значена терапия аспирином кардио (125 мг/сут), 
витаминотерапия. Больная выписана с клиниче-
ским улучшением.

В январе 2015 г. проведено повторное МРТ-ис-
следование головного мозга. Çаключение: еди-
ничная постишемическая киста в стволе мозга 
размером 0,6 х 0,5 х 0,3 см (рис. 4). 

Нистагма и диплопии нет, конвергенция со-
хранена. Носогубные складки равные. Язык по 
средней линии. Глоточный рефлекс живой. Мяг-
кое нёбо фонирует. Симптомов орального авто-
матизма нет. Сила мышц конечностей 5 баллов, 
сухожильные рефлексы оживлены, равные. Пато-
логические стопные знаки: симптомы Россолимо 
и Бабинского слева. Чувствительных нарушений 
не выявлено. Диффузная гипотония. Походка 
обычная. В позе Ромберга – покачивание. Коор-
динаторные пробы выполняет уверенно. Менин-
геальных знаков нет. Функция тазовых органов 
не нарушена.

Данные дополнительных обследований. Об-
щий, биохимический анализ крови, общий ана-
лиз мочи – без патологии. Электрокардиограмма 
(ЭКГ) – без выраженных изменений. 

Данные ультразвукового исследования сосу-
дов шеи. Гипоплазия позвоночной артерии спра-
ва, дефицит кровотока по позвоночным артери-

Неврологический осмотр в динамике не выя-
вил каких-либо изменений. Активных жалоб па-
циентка не предъявляла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Данное клиническое наблюдение показывает, 

что болезнь Коуден может являться фоном для 
развития нарушений мозгового кровообращения.  
Согласно литературным данным, синдром мно-
жественных гамартом является довольно редким 
генетически обусловленным заболеванием, ко-
торое характеризуется аномалией всех трех за-
родышевых листков. Учитывая мезодермальное 
происхождение мезенхимальной ткани, из кото-
рой формируется сосудистая система, патология 
сосудов головного мозга не исключена в данном 
клиническом случае. Следовательно, в качестве 
фонового заболевания у нашей пациентки может 
быть определена болезнь Коуден.
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СЛУЧАЙ ИЗ КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКИ

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день остеохондропатия го-
ловки бедренной кости (болезнь Легг – Кальве 
– Пертеса) относится к одной из наиболее акту-
альных проблем детской ортопедии. Среди забо-
леваний тазобедренного сустава у детей болезнь 
Легг – Кальве – Пертеса составляет 25–30%, а 
структуре общей ортопедической патологии 
0,17–1,9%. Мальчики болеют в 4–5 раз чаще де-
вочек. Высокая распространенность заболевания 
и угроза инвалидности не только в работоспо-
собном возрасте, потребность в длительном и 
дорогостоящем лечении являются основными 
факторами, определяющими медицинскую и со-
циальную значимость данного заболевания [1, 2].

Основные компоненты лечения болезни Легг –  
Кальве – Пертеса – ýто предупреждение дефор-
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РЕЗЮМЕ

Проведено субдеструктивное охлаждение очагов остеонекроза головки бедренной кости у детей при 
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мации головки бедренной кости, восстановление 
микроциркуляции, лимфооттока и кровообра-
щения, оптимизация остеогистогенеза с после-
дующим восстановлением объема движений и 
опорной функции сустава. В среднем продол-
жительность болезни занимает 4 года, а доля 
неудовлетворительных результатов по данным 
некоторых авторов достигает 42%. Одной из ос-
новных причин неблагоприятных исходов забо-
левания наряду с поздней диагностикой являет-
ся отсутствие ýффективной разгрузки сустава и 
значительные микроциркуляторные нарушения 
головки бедренной кости [2, 3].

Эффективность лечения складывается из не-
скольких составляющих. Общепринятая патоге-
нетически обоснованная схема лечения состоит 
из аппаратной динамической разгрузки компо-
нентов сустава, биостимуляции шеечно-ýпифи-
зарной области бедренной кости и проведения 
коррекции нарушенного метаболизма. Ранняя 
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разгрузка сустава (ограничение нагрузки, ман-
жеточное вытяжение, ходьба с костылями или 
тростью) является неотъемлемой частью ком-
плексного лечения болезни Легг – Кальве – Пер-
теса и встречается практически у всех авторов. 
Одновременно с наложением дистракционной 
системы проводятся реабилитационные меро-
приятия [3]. 

Поýтому вполне объяснимы намерения дет-
ских хирургов разработать  ýффективный алго-
ритм комплексного хирургического лечения, ко-
торое позволило бы не только уменьшить число 
неудовлетворительных результатов в целом, но и 
значительно увеличить длительность субклиниче-
ского периода до появления выраженных необра-
тимых признаков коксартроза. 

Цель работы. Улучшить результаты лечения 
детей с болезнью Легг – Кальве – Пертеса с при-
менением криотехнологий.

Задачи исследования: 
1. Клиническая апробация способа лечения 

асептического некроза головки бедренной кости 
путем проведения туннелизации шейки и субде-
структивного криовоздействия, обеспечивающего 
оптимизацию процессов оссификации и регене-
рации некротических участков.

2. Исключение вероятности гнойных осложне-
ний за счет проведения одномоментной процеду-
ры с закрытием операционной раны.

3. Сокращение сроков лечения путем непо-
средственного воздействия на костную ткань не-
кротизирующейся головки и ее восстановления.

4. Улучшение качества жизни больных с бо-
лезнью Легг – Кальве – Пертеса. 

В данной статье представлен первый опыт лече-
ния болезни Легг – Кальве – Пертеса путем крио- 
туннелизации. Новым в предложенном методе ле-
чения является то, что после проведения тунне-
ля вертельной шейки и головки бедренной кости, 
устанавливается оригинальная трубка диаметром 
наружным 4 мм и внутренним 3,5 мм из никелида 
титана с двойными стенками (патент на полезную 
модель «Устройство для хирургического лечения 
болезни Легг – Кальве – Пертеса» № 153023 от 
03.06.2015). Впервые предложена процедура тун-
нелизации и последующего субдеструктивного 
охлаждения костной ткани жидким азотом. Вы-
полняется при помощи портативного криоаппа-
рата «Криоиней» (компания «Криотек», Россия) 
в очаги деструкции головки бедренной кости в 
течение 3 с. 

В работах ученых НИИ медицинских мате-
риалов и имплантатов с памятью формы при 
Томском государственном университете разраба-

тывается научное направление криорегенератив-
ной медицины. Экспериментально изучена грань 
криодеструктивного и субдеструктивного отве-
дения тепла с использованием устройства для 
субдеструктивного криовоздействия (патент РФ 
на полезную модель № 153023 03.06.2015). После 
криовоздействия оригинальное устройство лег-
ко извлекается, поскольку двойная конструкция 
стенок из никелида титана не охлаждается снару-
жи, легко проводит жидкий азот и не засоряется 
(обледеневает) внутри. Таким образом, опасность 
адгезии (прилипания) в ране  и деструктивное по-
ражение исключается.

Экспозиция воздействия хладагентом подо-
брана после обширного ýкспериментального ис-
следования на 30 лабораторных животных и на-
учных результатах данного коллектива авторов. 
Степень деструкции любой живой ткани зависит 
от скорости охлаждения ткани, температуры 
хладагента и длительности ýкспозиции. Благода-
ря уменьшению ýкспозиции появилась возмож-
ность отграничить деструктивное отведение 
тепла и проводить воздействие на ткани в суб-
деструктивной (криостимулирующей) дозировке. 
Криостимулирующий ýффект субдеструктивного 
охлаждения с целью оптимизации репаративных 
процессов описан и обоснован в диссертацион-
ном исследовании И.И. Кужеливского и защищен 
патентом РФ «Способ лечения переломов длин-
ных трубчатых костей  у детей» № 2328241 от 
10.07.2008.

Клинический пример. Больной Т., 9 лет, 
12.06.2016 г. поступил в отделение детской ор-
топедии БСМП № 2 г. Томска с диагнозом: «бо-
лезнь Легг – Кальве – Пертеса справа второй 
степени». Из анамнеза известно, что ребенок 
уже 3-й мес ощущает дискомфорт в области пра-
вого тазобедренного сустава и 2-й мес боль при 
нагрузке во время уроков физкультуры. Точно 
боль не локализовывалась, иррадиации не было.  
Родители лечили ребенка препаратом «Найз», 
ýффект длился недолго. В поликлинике по месту 
жительства 01.06.2016 г. были выполнены рент-
генограммы тазобедренных суставов в прямой 
проекции. Ортопедом выставлен диагноз: «остео- 
хондропатия головки правой бедренной кости  
2 стадии». Ребенок получил направление на го-
спитализацию с диагнозом: «болезнь Легг –  
Кальве – Пертеса справа, 2 стадия» в отделе-
ние ортопедии хирургического стационара. В 
отделении детской ортопедии БСМП № 2 была 
наложена система демпферной разгрузки суста-
ва манжеточным вытяжением грузом 1 кг сро-
ком на 2 нед. После согласования с родителями  
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о намерениях использования нового способа ле-
чения была проведена операция: туннелизация 
правой шейки бедренной кости и криоорошение 
очагов остеонекроза жидким азотом с ýкспози-
цией 3 с при помощи оригинального проводни-
ка хладагента и универсального криоаппарата 
«Криоиней».

Ход операции. Общее обезболивание. Поло-
жение больного лежа на спине. Под ягодицу на 
стороне поражения подложен валик. Перед на-
чалом операции и в конце кожа обработана рас-
твором хлоргексидина. Выполнен разрез длиной 
2 см в подвертельной области, 2,5 см дистальнее 
от большого вертела. С помощью рентгеновско-
го ýлектронно-оптического преобразователя ин-
траоперационно проведена направляющая спица 
в сторону головки бедренной кости без повреж-
дения ростковой зоны. По проведенной спице 
сверлом с торцевым отверстием сделан туннель 
в направлении головки бедренной кости. Спи-
цу и сверло извлекли и через втулку троакара 
в просверленный туннель установлена ориги-
нальная трубка-проводник хладагента. Подсое-
динен универсальный криоаппарат «Криоиней».  
Произведено криовоздействие головки бедрен-
ной кости через сформированный туннель хла-
дагентом температурой –196 °С с ýкспозицией  
3 с, что является субдеструктивным охлаждени-
ем. После удаления проводника и контроля ге-
мостаза рана ушита послойно. Наложена асепти-
ческая повязка. Послеоперационный период  
протекал гладко, швы сняты на 10-е сут после 
операции.

Разгрузка сустава продолжалась в течение  
3 мес после операции. Сначала – первые 2 нед 
после операции путем манжеточного вытяжения, 
далее в течение 6 нед при осевой нагрузке ис-
пользовались костыли и еще 1 мес – ходьба с 
тростью. Далее ребенку рекомендовалась дози-
рованная нагрузка на конечность еще в течение  
4 мес (ходьба не более 1 ч в день). В последующем 
проводился курс реабилитации с использованием 
массажа, лечебной физкультуры и дозированных 
умеренных нагрузок на велотренажере. Полная 
осевая нагрузка на конечность разрешена через 
8 мес. На рентгенограммах, произведенных через 
12 мес после оперативного лечения, наблюдалось 
полное восстановление структуры и формы го-
ловки бедренной кости, костный рисунок четкий, 
плотный, без очагов разряжения, прослеживалась  
трабекулярная сеть. Контуры головки бедренной 
кости сохранены. Деформация не определяется. 
Проявлений остеоартроза не выявлено. Исход 
лечения по клинической шкале Любошица  –  

Маттиса – Шварцберга составил 4,5 баллов из 
5 возможных, что соответствует очень хорошему 
результату. 

Больному рекомендовано динамическое на-
блюдение у ортопеда поликлиники по месту жи-
тельства один раз в 6 мес до 12 лет и далее один 
раз в год до 16 лет.

ВЫВОДЫ
Получен первый опыт биостимулирующей опе-

рации путем туннелизации шейки и криовоздей-
ствия на некротизированную головку бедренной 
кости. Удалось активировать репаративные процес-
сы в кости с восстановлением структуры костной 
ткани и сократить течение болезни, что предупре-
дило возможную деформацию головки и, возмож-
но, послужит профилактикой развития коксартро-
за (наблюдение в катамнезе продолжается). 

Предложенная одномоментная биостимулиру-
ющая операция позволяет восстановить головку 
бедренной кости из состояния «уязвимости» в 
стойкую регенерацию, что обеспечивает опорную 
способность конечности, и добиться сокраще-
ния продолжительности процедур реабилитации, 
сроков пребывания в стационаре, что влияет на 
качество жизни больных.

Авторы не настаивают на исключительности и 
достоверности предложенного способа, посколь-
ку ýто первый клинический случай. Однако есть 
все основания в перспективности способа для 
дальнейшего применения при лечении болезни 
Легг – Кальве – Пертеса.
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ABSTRACT

A subdestructive cooling of osteonecrosis of femoral head in children with Perthes disease (II) 
followed by activation of reparative processes in bone tissue was performed. It ensured the functional 
recovery of supporting limb capacity, reduced rehabilitation period by 23%, and improved the 
quality of patients’ life. Simultaneous biostimulating operation of tunneling and cryotherapy in 
management of necrotized femoral head is operation of choice for children with Perthes disease. 
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РЕЗЮМЕ

В статье представлен анализ творческого наследия выдающегося врача, педагога, ученого, академика 
АМН СССР Д.Д. Яблокова в связи со 120-летием со дня рождения.
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Выдающемуся российскому врачу, педагогу и 
ученому, академику Академии медицинских наук 
СССР Дмитрию Дмитриевичу Яблокову 13 ноя-
бря 2016 г. исполнилось бы 120 лет. Мне выпала 
честь более 30 лет быть рядом с ýтим замечатель-
ным человеком, с гордостью считать себя одним 
из его ближайших учеников.

Редакция журнала «Бюллетень сибирской ме-
дицины» обратилась ко мне с просьбой написать 
статью о Дмитрии Дмитриевиче Яблокове. С бла-
годарностью принимая ýто предложение, позво-
лю себе начать его словами, обращенными к мо-
лодому поколению врачей: «Выпускники должны 
знать своих великих соотечественников, внесших 
огромный вклад в мировую сокровищницу меди-
цинских знаний. Это, несомненно, будет способ-
ствовать еще большему воспитанию в них чувства 
веры, любви и уважения к нашей отечественной 
медицинской науке. Это будет также могучим 
стимулом к их культурному росту и к оформле-
нию высокого морального облика врача-патрио-
та, гуманиста, общественника, образ которого не 
только ярко рисовался в лекциях и трудах вели-
ких представителей русской науки, но и реально 
воплотился в их личности, деятельности и жиз-
ни». Дмитрий Дмитриевич перечисляет великие 
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имена С.П. Боткина, Н.И. Пирогова, И.П. Павло-
ва и других, мы же с полным основанием можем 
дополнить ýтот список Д.Д. Яблоковым. 

Д.Д. Яблоков родился 13 ноября 1896 г. в Уфе 
в семье учителей. В 1916 г. он окончил Уфимскую 
духовную семинарию и поступил на физико-ма-
тематический факультет Пермского отделения 
Петроградского императорского университета. 
В 1918 г. был мобилизован в Белую армию, где 
служил лекарским помощником. В 1919 г. перешел 
на сторону революции, работал в г. Новосибирске 
в так называемом Коммунистическом госпитале, 
где больных тифом было больше, чем раненых, 
заболел сам. В 1920 г. по приказу Наркомздра-
ва, как и другие студенты-медики, был откоман-
дирован в Томский университет для продолжения 
образования. Çдесь Дмитрий Дмитриевич услы-
шал блестящие лекции выдающегося клинициста 
М.Г. Курлова. В по следующем он вспоминал, что 
«каждая лекция была новым творением высо-
коквалифицированного «художника»-клинициста. 
Она расширяла наш кругозор, рождала новые 
мысли, стремления к дальнейшему изучению ме-
дицины и любовь к научно-исследовательской ра-
боте». После окончания медицинского факультета  
Д.Д. Яблоков собирался работать на сельском вра-
чебном участке, посвятить себя земской медицине, 
но П.А. Ломовицкий убедил его остаться в клини-
ке. И с тех пор практически вся 70-летняя трудо-
вая жизнь врача, педагога, ученого была связана с 
кафедрой факультетской терапевтической клини-
ки, где он прошел путь от сверхштатного ордина-
тора до профессора, заведующего кафедрой.

Круг научных интересов Дмитрия Дмитриеви-
ча был очень широк: гематология, пульмонология 
(туберкулез, пневмокониозы, неспецифические 
заболевания легких, бронхиальная астма), крае-
вая патология (описторхоз, ýхинококкоз), лекар-
ственные растения Сибири, военная травма легких 
и плевры, история медицины. Его перу принад-
лежит 250 печатных работ, 17 монографий. Все 
монографии Дмитрия Дмитриевича – фундамен-
тальные работы, основанные на многолетних кли-
нических наблюдениях автора. Çа монографию 
«Бронхолегочные кровотечения и кровохарканья 
в клинике туберкулеза и внутренних болезней» в 
1971 г. Президиум АМН СССР присудил ему пре-
мию и медаль имени С.П. Боткина. 

С первых дней Великой Отечественной войны 
1941–1945 гг. центр сибирской медицины – Томск –  
превратился в город-госпиталь. Д.Д. Яблоков был 
назначен главным терапевтом ýвакогоспиталей 
Томска. «Многие медики ушли на фронт, – вспо-
минал он. – Те, что остались, трудились с огром-

ным напряжением. Откуда брались силы – не 
знаю... Почти половину тя желораненых удалось 
возвратить в строй, свыше 99 процентов – вы-
лечить». Большое государственное значение име-
ли разработка, изучение и внедрение в клиниче-
скую практику новых лекарственных препаратов 
из флоры Сибири. Çа цикл ýтих работ в 1947 г. 
томские ученые Н.В. Вершинин, В.В. Ревердатто 
и Д.Д. Яблоков были удостоены Государственной 
премии СССР (в то время ýто была Сталинская 
премия П степени).

Авторитет Дмитрия Дмитриевича на кафедре 
и в клинике был абсолютным. Он никогда не по-
вышал голоса, не любил делать замечания. Вместе 
с тем его поручения всегда выполнялись опера-
тивно. Дмитрий Дмитриевич не занимался опекой 
своих учеников. Нас воспитывал сам образ заме-
чательного врача-труженика, который знал прак-
тически всех пациентов клиники, ежедневно кон-
сультировал больных и два раза в неделю делал 
обход женского и мужского отделений, при ýтом 
всегда старался поддержать авторитет лечаще-
го доктора, никогда не высказывал замечания в 
присутствии больного. Если возникали вопросы, 
они обсуждались уже в кабинете. Дмитрий Дми-
триевич очень деликатно представлял свое виде-
ние диагноза и лечения пациента. Часто реко-
мендовал литературу по обсуждаемой проблеме, 
нередко из своей личной библиотеки. Особенно 
запоминающимися были клинические разборы 
диагностически сложных пациентов или больных 
с относительно редкими заболеваниями. Вспо-
минаются, в частности, пациенты с диагнозами: 
«саркаидоз», «лимфогрануломатоз», «узелковый 
полиартериит», «констриктивный перикардит» и 
др. К разборам он тщательно готовился. Компью-
терной техники не было, поýтому он заказывал 
таблицы, схемы терапии и другие иллюстрации. 
Работу художников, так же как и тиражирование 
статей, методических пособий, оплачивал сам.

При осмотре пациента Дмитрий Дмитриевич 
всегда проводил подробные физикальные об-
следования (осмотр, пальпация, аускультация), 
любил подчеркивать приоритеты российских 
ученых, особенно часто ссылался на работы сво-
его учителя М.Г. Курлова. Несмотря на возраст 
и проблемы со здоровьем, он очень щадяще ос-
матривал тяжелых больных, нередко опускал-
ся перед ними на колени, пальпируя, например,  
селезенку. Придавал большое значение ýтической 
составляющей осмотра, особенно, когда ýто ка-
салось обследования пациенток.

Консультации профессора оказывали большое 
психологическое воздействие, и мы нередко были 
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свидетелями значительного улучшения состояния 
больных после его консультаций. Помню, один 
из молодых коллег с некоторой обидой удив-
лялся: «Я назначил самое современное лечение, 
Дмитрий Дмитриевич лишь добавил малозначи-
мую микстуру Бехтерева, после чего наступило 
существенное улучшение».

К глубокому сожалению, в век высоких тех-
нологий, высочайших достижений лекарственной 
терапии, мы стали слишком мало уделять вни-
мания ýтой важнейшей составляющей лечения – 
психологическому воздействию врача на пациен-
та. Эта проблема постоянно волновала Дмитрия 
Дмитриевича. В одной из своих статей он писал: 
«В нашу ýпоху в клинику все больше и больше 
вливаются небывалые достижения техники …, 
врач, увлекаясь инструментальной информацией, 
может недооценить, потерять личность больного с 
его богатым миром переживаний, ýмоций, частых 
неповторимых индивидуальных оттенков. Поýто-
му со студенческой скамьи врач должен всегда 
помнить завет основоположников отечественной 
медицины: ближе к постели больного. И хорошо 
понимая инструментальные методы, чутко отно-
ситься к больному. То есть нужно сочетание ста-
рого и нового – гипократизма и техницизма». 

Именно поýтому наши учителя всегда обраща-
ли внимание на необходимость широкого обра-
зования, высокой общей культуры медицинских 
работников. «Истинно хороший врач – человек 
высокой культуры и духовности», – часто по-
вторял в своих встречах со студентами Дмитрий 
Дмитриевич. По его мнению, врач «... должен 
также расширять свой кругозор, черпая ценные 
данные из художественной литературы, прекрас-
ной музыки и живописи. Это позволит ему лучше 
и глубже понимать психологию людей, их слож-
ные переживания и, благодаря ýтому, усилить 
свое благотворное влияние на больных. Высокий 
культурный уровень врача, как правило, сочета-
ется с чистотой его нравственного облика». 

Сам Д.Д. Яблоков был высокообразованным 
человеком, владел греческим, французским и 
немецким языками, свободно ориентировался в 
философских трудах И. Канта, увлекался труда-
ми философа-идеалиста В.Л. Соловьева, хорошо 
знал древнегреческую мифологию, классическую 
русскую и европейскую литературу. Особенно 
любил А. Пушкина, Л. Толстого, Г. Гейне, вос-
хищался полотнами великих мастеров живописи  
(И. Репина, И. Левитана, В. Поленова, А. Сав-
расова и др.). Любил классическую музыку  
(П. Чайковского, Л. Бетховена, В. Моцарта), ро-
мансы; сам обладал приятным баритоном.

Наш учитель придавал большое значение вза-
имоотношениям врача и больного. Его основной 
принцип: «Пациент всегда прав». Помню один 
случай. Мне пришлось курировать психологиче-
ски очень сложную пациентку, по профессии –  
учителя средней школы. Она была недовольна 
практически всем. Посещение палаты, где она ле-
чилась, было всегда испытанием. Мне пришлось 
обратиться к Дмитрию Дмитриевичу с надеждой 
на участие. Однако профессор сказал приблизи-
тельно следующее: «Настоящий врач в подобной 
ситуации просто обязан быть сильнее пациен-
та, а Вы, Ростислав Сергеевич, хороший врач».  
И мне стало как-то стыдно, ведь я оторвал учи-
теля от работы над очередной рукописью. Это 
был урок на всю последующую практику и врача, 
и педагога.

Дмитрий Дмитриевич был очень настойчив в 
доказательстве правильности диагноза. Вспоми-
нается пациент с большой ýозинофилией – ра-
бочий одного из томских заводов, увлекавшийся 
рыбалкой. Диагноз описторхоза никак не под-
тверждался лабораторными исследованиями, что 
существенно осложняло дифференциальный ди-
агноз. Дмитрий Дмитриевич на очередном осмо-
тре вновь и вновь рекомендовал повторные ду-
оденальные зондирования и исследования кала. 
И в конце концов диагноз описторхоза был 
подтвержден, проведена успешная дегельмин- 
тизация.

Сложных и тяжелых пациентов Дмитрий Дми-
триевич активно осматривал многократно, не-
редко приходил в вечернее время, в выходные и 
праздничные дни, интересовался их состоянием 
и после выписки из клиники при необходимо-
сти рекомендовал повторно госпитализировать. 
Обычно же ставилась задача – достигнуть успеха 
лечения в клинике, особенно, если пациент был 
из сельской местности, поскольку сроки пре-
бывания больного в стационаре не были столь 
определяющими, как сейчас. Это касалось и па-
циентов с редкой патологией, важных для обуче-
ния студентов. Клиника в те времена полностью 
служила преподаванию, и решающее слово было 
всегда за заведующим кафедрой.

Дмитрий Дмитриевич постоянно обращал вни-
мание на то, что в терапевтической клинике па-
циенты редко болеют одной болезнью, поýтому 
важно выявить и соответственно лечить пациен-
та комплексно, при ýтом уметь выделить главное 
на каждом ýтапе лечения, чтобы избежать по-
липрагмазии. Строгих стандартов лечения тогда 
не было, и главным всегда был пациент со всем 
многообразием патологии. Дмитрий Дмитриевич 
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любил повторять слова великого М.Я. Мудрова: 
«Лечить надо не болезнь, а больного».

Совершенно очевидно, что сейчас много изме-
нилось в нашей профессии. Колоссальный техно-
логический прогресс отмечается во всех сферах 
деятельности врача. Крайне дорогостоящие тех-
нологии диагностики и лечения пациентов. Мы не 
можем, естественно, уходить в сторону от ýконо-
мики здравоохранения. Стандарты диагностики 
и лечения в современных условиях необходимы, 
но врач не должен быть полностью связан ими, 
он обязан быть профессионалом и оставаться 
достаточно свободным в своем индивидуальном 
подходе (обоснованном, конечно) к лечению кон-
кретного пациента.

Дмитрий Дмитриевич многие годы руководил 
работой клинико-анатомических конференций. 
Проходили они очень интересно, привлекали не 
только врачебную, но и многочисленную студен-
ческую аудиторию. Каждая клинико-анатомиче-
ская параллель активно обсуждалась, нередко 
высказывались противоположные мнения. В ос-
новном не совпадали мнения клиницистов и пато-
логоанатомов, к примеру, профессоров Б.М. Шер- 
шевского и И.В. Торопцева. Мы имели возмож-
ность слушать выступления таких известных кли-
ницистов, как Д.Д. Яблоков, А.А. Ковалевский, 
Б.М. Шершевский, А.Г. Савиных, Б.А. Альбиц-
кий, С.П. Ходкевич, Н.В. Беляев и многие др. 
В качестве прозекторов в дискуссии участво-
вали доценты Д.А. Грацианов, О.М. Ордина,  
Г.В. Борисова и др. Клиницисты нередко пыта-
лись обосновать свои ошибки. Дмитрий Дми-
триевич же всегда предлагал внимательно об-
судить все возможности правильного диагноза, 
что должно помочь избежать диагностических 
ошибок в последующем. Анализ расхождений 
диагнозов он проводил очень деликатно. Вспо-
минается история болезни больной системной 
красной волчанкой в сочетании с туберкулезом 
легких. Пациентке был назначен стрептомицин, 
что нежелательно при данной патологии. Очень 
резко выступил Н.В. Беляев, сказав, что в Болга-
рии, например, такое лечение закончилось бы су-
дебным разбирательством. Дмитрий Дмитриевич 
успокоил аудиторию, привел литературные дан-
ные, свидетельствующие о том, что стрептомицин 
при системной красной волчанке действительно 
не следует назначать, но при сочетании с тубер-
кулезом легких ýто вполне допустимо.

Д.Д. Яблоков был исключительно талантли-
вым педагогом, блестящим лектором. На кон-
курсе лекторов среди профессоров всех вузов  
г. Томска его признали лучшим лектором. Многие 

годы он читал полный курс лекций по факультет-
ской терапии. Его лекции нередко заканчивались 
аплодисментами, их сравнивали с музыкой. Гово-
рили, что профессор Д.Д. Яблоков преподавал не 
только медицину, но и саму любовь к ней. Лек-
ции всегда сопровождались демонстрацией паци-
ента; историю болезни, как правило, представлял 
студент-куратор. Крайне интересно проводились 
практические занятия, клинические разборы 
больных. Особенно запоминающимися были за-
ключительные занятия по курации больных. Про-
фессор предварительно знакомился с историями 
болезни всех студентов-кураторов, которые за-
щищали их в присутствии всей группы и препо-
давателя. Группа нередко разделялась на кардио- 
логов, ýндокринологов, пульмонологов и т.д., что 
придавало особую живость занятию. Это был од-
новременно урок и для преподавателя, так как 
Дмитрий Дмитриевич обязательно вносил опре-
деленные коррективы в диагноз, терминологию, 
особое внимание обращал на грамматические не-
точности. В связи с ýтим преподаватели просто 
вынуждены были очень тщательно готовиться к 
данному занятию. Истории болезни в целом при-
давалось большое значение на уровне дипломно-
го проекта, к ней обязательно возвращались на 
курсовом ýкзамене по терапии.

Дмитрий Дмитриевич уделял большое зна-
чение повышению уровня медицинских знаний 
населения, был активным членом областно-
го общества «Çнание», выступал с лекциями и 
публиковал статьи в газетах «Красное Çнамя», 
«Çа медицинские кадры». В течение многих лет 
он был председателем Томского областного об-
щества терапевтов и фтизиатров, членом Меж-
дународной ассоциации терапевтов, почетным 
членом правления Всесоюзного общества фтизи-
атров, действительным членом Международного 
противотуберкулезного Союза, членом Ученого 
медицинского совета МÇ РСФСР и СССР, депу-
татом Верховного Совета СССР (двух созывов) 
и Томского городского Совета депутатов трудя- 
щихся. 

Д.Д. Яблоков относится к той категории 
крупных деятелей медицины, которые получили 
признание общества и государства при жизни. 
Академик АМН СССР, заслуженный деятель 
науки Российской Федерации, лауреат Государ-
ственной премии, почетный гражданин г. Том-
ска, Герой Социалистического Труда. И вместе 
с тем, когда его спрашивали, каким званием он 
больше всего дорожит, Дмитрий Дмитриевич не-
изменно отвечал: «Çванием врача, в нем смысл 
моей жизни».
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