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Казаков О.В., Кабаков А.В., Повещенко А.Ф., Черкас В.Н., Бодрова Н.Р.

Влияние  фотодинамической терапии и оперативного лечения экспериментального РМЖ 
на взаимосвязь микроРНК (-21, -27а, -221, -429) в тимусе со структурой тимуса

«НИИ клинической и экспериментальной лимфологии» – филиал ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Институт 
цитологии и генетики» СО РАН, 630060, Новосибирск, Россия, ул. Тимакова, д. 2

Цель исследования: выявить влияние фотодинамической терапии (ФДТ) и ее сочетания с оперативным лече-
нием РМЖ на взаимосвязь количества микроРНК (-21, -27а, -221, -429) в тимусе со структурой данной железы 
крыс-самок Вистар.
Методика. Исследование проведено на половозрелых самках крыс Вистар (n=80). Оценку взаимосвязи струк-
туры тимуса с уровнями микроРНК в тимусе проводили после: ФДТ РМЖ (интрамаммарное введение N-метил-
N-нитрозомочевины); после ФДТ и последующего оперативного лечения РМЖ.
Результаты. После ФДТ РМЖ выявлены взаимосвязи только проонкогенных микроРНК (-21, -27а, -221) с клет-
ками кортико-медуллярной зоны и центральной части мозгового вещества в сравнении с интактной группой и с 
РМЖ без лечения. Морфологические преобразования в тимусе свидетельствуют о влиянии ФДТ на процессы как 
позитивной, так и негативной селекции. Взаимосвязи микроРНК в тимусе с морфологическими преобразовани-
ями в тимусе могут свидетельствовать о влиянии ФДТ РМЖ на ослабление пролиферативной активности, диф-
ференцировки и миграции Т-лимфоцитов из тимуса по сравнению с РМЖ без лечения. После ФДТ и оператив-
ного лечения РМЖ, в сравнении с только ФДТ РМЖ, в тимусе значительно увеличивается количество микроРНК 
(-21, -27а, -429). Выявлены взаимосвязи: в субкапсулярной зоне – иммунобластов с микроРНК-21, малых лим-
фоцитов с микроРНК-429; в кортико-медуллярной зоне – малых лимфоцитов с микроРНК-27а; в центральной 
части мозгового вещества – иммунобластов с микроРНК-21. В субкапсулярной зоне и центральной части кор-
кового вещества уменьшается количество иммунобластов и средних лимфоцитов. В корковом веществе коли-
чество малых лимфоцитов увеличивается, а в мозговом веществе и кортико-медуллярной зоне уменьшается. 
Снижается количество эпителиоретикулярных клеток в корковом и мозговом веществе.
Заключение. После ФДТ и хирургического удаления опухоли, в сравнении с только ФДТ РМЖ и наряду с мор-
фологическими данными, выявленные взаимосвязи клеток структурных компонентов тимуса с количествен-
ными изменениями микроРНК в тимусе могут быть обусловлены снижением его пролиферативной активно-
сти, активности процессов как позитивной, так и негативной селекции Т-клеток, а также снижением активно-
сти процессов дифференцировки и миграции Т-лимфоцитов из тимуса.
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The effect of photodynamic therapy and surgical treatment of experimental breast cancer  
on the relationship of microRNAs (-21, -27a, -221, -429) of thymic mRNA  
with the thymus structure

Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology, a Branch of the Institute of Cytology and Genetics Federal Research 
Center, 2 Timakova St., Novosibirsk, 630060, Russian Federation

Aim. To identify the effect of photodynamic therapy (PDT) and its combination with surgical treatment of breast cancer 
on the relationship of thymic microRNA (-21, -27a, -221, -429) with the thymus structure in female Wistar rats.
Methods. The study was conducted on 80 anesthetized mature female Wistar rats. The relationship between the thymus 
structure and the amount of microRNA in the thymus was assessed after PDT for breast cancer (intramammary admi-
nistration of N-methyl-N-nitrosourea) and after PDT and surgical treatment for breast cancer.
Results. After PDT, relationships were found only between pro-oncogenic microRNAs (-21, -27a, -221) and cells in the 
corticomedullary zone and the central part of the medulla compared with the intact group and with breast cancer with-
out treatment. Morphological changes in the thymus indicated the effect of PDT on the processes of both positive and 
negative selection. The relationships between thymic microRNAs and morphological changes in the thymus may indi-
cate the effect of PDT on the attenuation of proliferative activity, differentiation and migration of T lymphocytes from 
the thymus compared to untreated breast cancer. PDT and subsequent surgical treatment of breast tumor, as compared 
to the PTD therapy, induced a significant increase in thymic microRNAs (-21, -27a, -429). The following relationships 
were found: in the subcapsular zone, immunoblasts with microRNA-21 and small lymphocytes with microRNA-429; in 
the corticome dullary zone, small lymphocytes with microRNA-27a; in the central part of the medulla, immunoblasts 
with microRNA-21. Compared with PDT, the number of immunoblasts and medium lymphocytes decreased in the sub-
capsular zone and the central part of the cortical substance. The number of small lymphocytes increased in the central 
part of the cortical substance, and the number of small lymphocytes decreased in the central medulla and the cortico-
medullary zone. The number of epithelial reticular cells in the central part of the cortical substance and medullary sub-
stance was reduced.
Conclusion. This study revealed relationships of cells in thymus structural components with quantitative changes in 
thymic microRNA after PDT and surgical removal of the tumor, in comparison with PDT alone and along with morpho-
logical data. These relationships may be due to a decrease in the thymus proliferative activity, the activity of the pro-
cesses of both positive and negative selection of T cells, as well as decreased activity of the processes of differentia-
tion and migration of T lymphocytes from the thymus.
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Оригинальные исследования

Введение

Рак молочной железы (РМЖ) – одно из наиболее рас-
пространенных злокачественных новообразований у жен-
щин во всем мире. Одним из методов лечения злокаче-
ственных образований является фотодинамическая те-
рапия (ФДТ), действие которой направлено на угнетение 
функции и пролиферативной активности опухолевых кле-
ток, на разрушение микроциркуляторного русла, индук-
цию апоптоза и развитие некроза в месте воздействия 
[1, 2].

Т-клетки считаются основными участниками про-
тивоопухолевого иммунитета. Тимус является цен-
тральным лимфоидным органом для развития Т-кле-
ток, и от его структурного состояния зависят поддержа-
ние гомеостаза в организме и обеспечение стабильности 
его антигенных структур [3]. Тимус вырабатывает наи-
вные Т-клетки, способные дифференцироваться в попу-
ляции эффекторных Т-клеток и Т-клеток памяти, обе-
спечивая долгосрочные иммунные реакции на различ-
ные опухолевые антигены [3, 4]. В регуляции иммунного 
ответа участвуют микроРНК, которые воздействуют на 
процессы созревания, пролиферации, дифференциров-
ки и активации клеток иммунной системы, влияя на он-
когенные или опухоль-супрессирующие механизмы [5]. 
При РМЖ проведенные исследования показали измене-
ния в экспрессии микроРНК в опухоли молочной желе-
зы, в сыворотке крови, лимфе и тимусе. Рассматривает-
ся также роль микроРНК в развитии и инволюции тиму-
са [6, 7]. МикроРНК играют важную регуляторную роль 
в развитии тимоцитов, в том числе в развитии лимфоид-
ных клеток-предшественников в костном мозге, а также 
в DN/DP и положительном и отрицательном отборе ти-
моцитов [8]. Дальнейшее изучение влияния микроРНК 
на иммунную систему расширит понимание функций 
микроРНК в механизме регуляции развития тимоцитов. 
Этому может способствовать выявление взаимосвязей 
между экспрессией микроРНК в тимусе и структурными 
преобразованиями в самой вилочковой железе.

Интересным для понимания участия микроРНК 
в регуляции иммунного ответа может быть изучение 
взаимосвязей между уровнями проонкогенных микроР-
НК (miR-21, miR-27a, miR-221) и опухоль-супрессиру-
ющей микроРНК (miR-429) в тимусе после ФДТ РМЖ 
и после оперативного лечения РМЖ. Эти взаимосвя-
зи в литературе не рассматривались. Выявленные вза-
имосвязи могут представлять интерес, поскольку ФДТ 
способна оказывать стимулирующее влияние на иммун-
ную систему, что может приводить к снижению проли-
феративного потенциала, метастазирования и инвазив-
ности клеток РМЖ [9].

Цель исследования – сравнить уровни микроРНК 
(-21, -27а, -221, -429) в тимусе с преобразованиями его 
структуры при РМЖ, после ФДТ РМЖ и после ФДТ и опе-
ративного лечения РМЖ.

Методика

Работа выполнена на половозрелых самках крыс ли-
нии Вистар (n=80) с соблюдением принципов надлежа-
щей лабораторной практики и Директивы 2010/63/EU Ев-
ропейского парламента и Совета ЕС по охране животных, 
используемых в научных целях. Возраст крыс на начало 
эксперимента – 3 месяца (масса 250-300 г). Были сформи-
рованы 4 группы животных: 1-я – интактные (n=20); 2-я 
– РМЖ (n=20); 3-я – ФДТ РМЖ (n=20); 4-я – ФДТ РМЖ 
с последующим оперативным лечением (n=20, операция 
через 14 дней после ФДТ под наркозом – 40 мг/кг нембу-
тал внутрибрюшинно; Sigma-Aldrich, США).

РМЖ моделировали пяти-кратным подкожным вве-
дением N-метил-N-нитрозомочевины (Sigma) с интерва-
лом 7 суток в область второй молочной железы справа. 
На основании результатов гистологического и иммуно-
гистохимического исследований верифицировали аналог 
люминального B-типа РМЖ человека.

ФДТ РМЖ проводили через 6 месяцев от момента 
индукции РМЖ лазерным аппаратом «ЛАХТА-МИЛОН» 
(Группа компаний «МИЛОН»). Фотосенсибилизатор «Ра-
дахлорин» вводили крысам в затемнённой комнате од-
нократно внутрибрюшинно (1,2 мг/кг) за 2 ч до лазер-
ного облучения опухоли. После проведения ФДТ в тече-
ние 1 недели соблюдался ограниченный световой режим 
(крысы находились в затемнённой комнате). Световое 
воздействие на опухоль молочной железы проводили из-
лучением с длиной волны 662 нм в дозе 300 Дж/см2. Всех 
животных из эксперимента выводили в возрасте 9 меся-
цев и 3 недель под наркозом (нембутал, «Sigma», 40 мг/
кг внутрибрюшинно).

Тотальную РНК выделяли из тимуса с использо-
ванием набора реагентов «Вектор-Бест» по инструк-
ции производителя. Для получения кДНК проводили 
обратную транскрипцию (ОТ) по матрице микроРНК. 
Для определения уровней проонкогенных микроР-
НК-21, микроРНК-27а, микроРНК-221 и опухоль-су-
прессирующей микроРНК-429 в биологических об-
разцах проводили ОТ-ПЦР в реальном времени на 
амплификаторе CFX96 (Bio-Rad Lab). В качестве ге-
на сравнения использовали малую РНК U6 («Век-
тор-Бест»). Количество микроРНК в опытных образ-
цах выражалось в относительных единицах и вычис-
лялось по формуле:

2-ΔΔCt

где ΔΔCt = (CtmiR – CtU6) опытный образец / (CtmiR – CtU6) контрольный образец
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Гистологические препараты изучали с помощью 
окулярной тестовой системы при увеличении 32, 400 
и 1000 раз. В разных структурных компонентах тимуса 
подсчитывали абсолютное количество клеток на стан-
дартной площади 2025 мкм2. Клетки тимуса подсчиты-
вались в четырех зонах: субкапсулярной, внутренней зо-
не коркового и мозгового вещества, а также в кортико-ме-
дуллярной зоне.

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили в программе Statistica 10.0. Меры центральной 
тенденции и рассеяния описаны медианой (Me), нижним 
(Q1) и верхним (Q3) квартилем; достоверность различий 
рассчитывали по U-критерию Манна–Уитни при p≤0,05.

Результаты

После ФДТ РМЖ в тимусе крыс-самок Вистар, как 
и в группе с РМЖ без лечения, уровни микроРНК-21, ми-
кроРНК-27а и микроРНК-429 были снижены по сравне-
нию с интактной группой (табл. 1).

После ФДТ и оперативного лечения РМЖ, в сравне-
нии с только ФДТ, возросло количество микроРНК-21 
в тимусе в 15 раз, микроРНК-27а – в 58 раз, микроР-
НК-221 – на 36%, а микроРНК-429 – в 19 раз (табл. 1).

После ФДТ РМЖ в тимусе крыс-самок Вистар выяв-
лены взаимосвязи в кортико-медуллярной зоне: иммуноб-
ластов с микроРНК-21; средних лимфоцитов и макрофагов 
с микроРНК-27а. Отмечаются взаимосвязи в центральной 
части мозгового вещества: иммунобластов с микроР-
НК-21; малых лимфоцитов с микроРНК-221 (табл. 2).

После ФДТ и оперативного лечения РМЖ выявлены 
взаимосвязи (табл. 2): в субкапсулярной зоне – иммуноб-
ластов с микроРНК-21 и микроРНК-429, малых лимфоци-

тов с микроРНК-429; в кортико-медуллярной зоне – ма-
лых лимфоцитов с микроРНК-27а; в центральной части 
мозгового вещества – иммунобластов с микроРНК-21.

После ФДТ РМЖ, в сравнении с РМЖ без лечения, 
в субкапсулярной зоне коркового вещества и в кортико-ме-
дуллярной зоне тимуса уменьшается количество иммуноб-
ластов и увеличивается количество средних (на 23%) и ма-
лых лимфоцитов (на 20%) (табл. 3). В центральной части 
коркового вещества увеличивается количество иммуноб-
ластов на 40% и митотически делящихся клеток на 50%, 
уменьшается количество клеток с пикнотическими ядра-
ми на 50%. В центральной части коркового и мозгового ве-
щества, кортико-медуллярной зоне возрастает количество 
макрофагов и эпителиоретикулярных клеток (табл. 3).

После ФДТ и оперативного лечения РМЖ, в сравне-
нии только с ФДТ, в субкапсулярной зоне и центральной 
части коркового вещества уменьшается количество им-
мунобластов, и средних лимфоцитов и митотически де-
лящихся клеток (табл. 3). При этом в центральной ча-
сти коркового вещества увеличивается количество малых 
лимфоцитов на 18%, а в центральной части мозгового ве-
щества, наоборот, количество малых лимфоцитов сни-
жается на 38%. В кортико-медуллярной зоне уменьше-
но количество малых лимфоцитов на 32%, митотически 
делящихся клеток – на 50%, а также клеток с пикноти-
ческими ядрами.

Обсуждение

В тимусе при РМЖ, по сравнению с интактной группой, 
уменьшается количество как проонкогенных микроРНК  
(-21, -27а, -221), так и опухоль-супрессирующей микроР-
НК-429.

Таблица 1/Table 1
Количество микроРНК в тимусе в норме (интактные), при химически индуцированном раке молочной железы (РМЖ),  
после фотодинамической терапии (ФДТ) РМЖ, после сочетания ФДТ и последующего оперативного лечения РМЖ  
(Me (Q1-Q3); усл. ед)
The amount of microRNA in the thymus in normal (intact) conditions in chemically induced breast cancer (BC), after photodynamic  
therapy (PDT) of BC, after a combination of PDT and subsequent surgical treatment (ST) of BC (Me (Q1-Q3); conventional units)

Параметр
Parameter

Интактная группа
Intact group (1)

РМЖ
Breast cancer (2)

ФДТ РМЖ
PDT BC (3)

ФДТ+резекция РМЖ
PDT + ST BC (4)

МикроРНК-21 
miRNA-21

4,86
(3,04–5,28)

0,43
(0,38–0,67)1

0,49
(0,23–0,56)1

7,47
(7,03–7,57) 1,2,3

МикроРНК-27а
miRNA-27а

1,32
(0,96–2,54)

0,2
(0,06–0,31)1

0,1
(0,07–0,28)1

5,89
(3,40–5,33) 1,2,3

МикроРНК-221
miRNA-222

0,85
(0,63–0,96)

0,29
(0,11–0,46)1

0,53
(0,21–0,71)

0,72
(0,7–1,19)2

МикроРНК-429
miRNA-429

1,62
(0,38–3,12)

0,2
(0,11–0,29)1

0,17
(0,15–0,43)1

3,26
(2,08–4,07) 2,3

Примечание. Цифрами 1, 2 и 3 обозначены статистически значимые отличия (p<0,05) от величин соответствующих экспериментальных групп.
Note. Numbers 1, 2 and 3 indicate statistically significant differences (p<0,05) from the values of the corresponding experimental groups.
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Таблица 2/Table 2
Положительные взаимосвязи клеток структурно-функциональных зон тимуса с микро-РНК в тимусе крыс Вистар интактной 
группы (Инт), при химически индуцированном РМЖ, после фотодинамической терапии (ФТД РМЖ), после ФДТ и последующей 
резекции опухоли молочной железы (ФДТ+опер). Приведен коэффициент ранговой корреляции Спирмена (r)
Positive relationships between cells of the structural and functional zones of the thymus and microRNA in the thymus of Wistar rats of the 
intact group (Int), with chemically induced breast cancer, after photodynamic therapy (PTD BC), after PDT and subsequent resection of the 
breast tumor (PDT+ST). The Spearman rank correlation coefficient (r) is given

Группы / Groups Клетки / Cells Микро РНК-21/
miRNA-21

Микро РНК-27а/
miRNA-27а

Микро РНК-221/
miRNA-221

Микро РНК-429/
miRNA-429

Субкапсулярная зона коркового вещества / Subcapsular zone of the cortical substance

Инт / Int МЛ / SL – – r=0,598 –

РМЖ / BC МФ / MF – – r=0,841 –

Мит / Mit – r=0,971 – –

ФДТ+опер/
PDT+ST

ИМ / IM r=0,552 – – r=0,553

МЛ / SL – – – r=0,559

Центральная часть коркового вещества / Central part of the cortical substance

Инт / Int Мит / Mit r=0,926 – – –

МФ / MF r=0,926 – – –

РМЖ / BC ИМ / IM r=0,602 – – –

Кортико-медуллярная зона / Cortico-medullary zone

Инт / Int ИМ / IM r=0,745 – – –

РМЖ / BC ИМ / IM r=0,493 – – –

ФДТ / PDT ИМ / IM r=0,902 – – –

СЛ / ML – r=0,739 – –

МФ / MF – r=0,851 – –

ФДТ+опер/
PDT+ST

МЛ / SL – r=0,459 – –

Центральная часть мозгового вещества / Central part of the medulla substance

Инт / Int ИМ / IM r=0,509 – – –

КПЯ/CNP r=0,878 – – –

РМЖ / BC МФ / MF – – – r=0,828

КПЯ/CNP – r=0,841 – –

ФДТ / PDT ИМ / IM r=0,575 – – –

МЛ / SL – – r=0,514 –

ФДТ+опер/
PDT+ST

ИМ / IM r=0,534 – – –

Примечание. ИМ – иммунобласты, СЛ – средние лимфоциты, МЛ – малые лимфоциты, Мит – митозы, КПЯ – клетки с пикнотическими ядра-
ми, МФ – макрофаги.
Note. IM – immunoblasts, ML – medium lymphocytes, SL – small lymphocytes, Mit  –  mitoses, CNP – cells with nuclear pycnosis, MF – macrophages.

МикроРНК-21 связана с широким спектром раковых 
заболеваний, включая РМЖ, так как большинство ми-
шеней микроРНК-21 являются супрессорами опухолей. 
Как известно из литературы, нокаут микроРНК-21 у мы-
шей замедлял пролиферацию как CD4+, так и CD8+ клеток, 
снижал выработку ими цитокинов и ускорял рост приви-

той опухоли. Эта микроРНК, и известная своей онкоген-
ной активностью, также необходима для реализации им-
мунных ответов против опухоли [10].

По данным литературы, микроРНК-27а оказывает вли-
яние на клеточный цикл, регулируя активность опухоле-
вых клеток, и может действовать как супрессор при РМЖ 
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[11]. По-видимому, отмечаемое снижение уровня микроР-
НК-27а в тимусе при РМЖ может быть также обусловле-
но тем, что микроРНК-27а нацеливается на TMEM170B 
(трансмембранный белок 170B, который участвует в нега-
тивной регуляции канонического сигнального пути Wnt), 
подавляет его, ингибируя сигнальный путь Wnt/β-катени-
на и подавляя пролиферацию клеток РМЖ [12].

Отмечаемое снижение уровня микроРНК-221 в тиму-
се может быть вызвано тем, что микроРНК-221, связы-
ваясь с р53-зависимым модулятором апоптоза (PUMA), 
блокирует индуцированный белком р53 апоптоз, влияя 
на трансформацию клетки и активацию клеточной про-
лиферации [13].

После проведения ФДТ РМЖ количество микроР-
НК (-21, -27а, -429) в тимусе сохраняется уменьшенным, 
как и в группе РМЖ без лечения. Интересно, что в са-
мих тканях РМЖ после проведения ФДТ нами ранее бы-
ло также выявлено уменьшение количества проонкоген-
ных микроРНК (-21, -27а, -221). Это может указывать 
на снижение пролиферативного потенциала, метастази-
рования и инвазивности клеток РМЖ после ФДТ [10]. 
При этом, в отличие от РМЖ без лечения, выявлено от-
сутствие положительных взаимосвязей между проонко-
генными и опухоль-супрессирующими микроРНК в ти-
мусе и клетками субкапсулярной зоны и центральной 
части коркового вещества. По-видимому, отсутствие вза-
имосвязей между всеми исследуемыми микроРНК тиму-
са, куда входит и микроРНК-21 и клетками коркового ве-
щества тимуса может быть обусловлено как снижением 
экспрессии микроРНК в тимусе, так и снижением проли-
феративной активности T-клеток.

По данным литературы, микроРНК-21 влияет на про-
цессы пролиферации и миграции клеток, путем ингиби-
рования гена Smad7 через сигнальные пути эпидермаль-
ного фактора роста (EGF) и трансформирующий фактор 
роста TGF-β [14]. На уменьшение пролиферативной ак-
тивности в субкапсулярной зоне коркового вещества ти-
муса после проведения ФДТ РМЖ, может указывать сни-
жение количества иммунобластов субкапсулярной зоны, 
при увеличении количества малых лимфоцитов и сохра-
няющемся, как в группе РМЖ без лечения, уменьшенном 
количестве малых лимфоцитов в центральной части кор-
кового вещества.

Увеличение количества эпителиоретикулярных кле-
ток в корковом веществе может быть связано со способ-
ностью эпителиоретикулоцитов участвовать в процес-
сах как позитивной, так и негативной селекции Т-лим-
фоцитов [15]. В мозговом веществе тимуса происходит 
созревание и дифференцировка Т-клеток [16]. На это мо-
гут указывать взаимосвязи малых лимфоцитов с микроР-
НК-221 тимуса, а также увеличение количества эпители-

оретикулярных клеток и макрофагов, которые принима-
ют участие в процессах дифференцировки Т-лимфоцитов 
[17, 18]. Макрофаги также важны для клиренса апопто-
тических тимоцитов, о чём может свидетельствовать уве-
личение их  количества в центральной части коркового 
и мозгового вещества на фоне уменьшения в этих зонах 
числа с пикнотическими ядрами. В тимусе большинство 
дважды негативных предшественников CD4-/CD8- (DN) 
развиваются в линию αβ-Т-клеток, а затем проходят ста-
дии дважды положительных CD4+/CD8+ (DP) и однократ-
но положительных (CD4+CD8-) или (CD4-CD8+) (SP), ко-
торые мигрируют в периферические лимфоидные органы 
через посткапиллярные венулы, расположенные в корти-
ко-медуллярной зоне тимуса.

По данным литературы микроРНК-21 активируют 
CD4+ и CD8+ Т-клетки через сигнальный путь PTEN/Akt 
[10]. При этом уровни экспрессии микроРНК-21 на раз-
ных стадиях развития Т-клеток указывают на регулятор-
ную функцию в этом процессе: она заметно экспрессиру-
ется в незрелых тимоцитах (DN), а в более зрелых клетках 
снижается [19]. Уменьшением количества микроРНК-21 
в тимусе после ФТД может быть и обусловлено отсутствие 
в кортико-медуллярной зоне взаимосвязей микроРНК-21 
с малыми лимфоцитами, а отмечаются только взаимос-
вязи иммунобластов с микроРНК-21, средних лимфоци-
тов – с микроРНК-27а. По-видимому, отсутствие взаи-
мосвязей с малыми лимфоцитами наряду с увеличением 
в кортико-медуллярной зоне количества малых лимфоци-
тов может указывать на ослабление миграции Т-лимфо-
цитов из тимуса.

ФДТ и последующее оперативное лечение первич-
ной опухоли молочной железы, в сравнении только с ФДТ 
РМЖ, вызывают значительное увеличение количества как 
проонкогенных микроРНК (-21, -27а), так и опухоль-су-
прессирующей микроРНК-429 в тимусе. Взаимосвязи 
иммунобластов с микроРНК-21, а также иммунобластов 
и малых лимфоцитов – с микроРНК-429 в субкапсулярной 
зоне тимуса могут быть вызваны снижением пролифера-
тивной активности T-клеток и процессами положитель-
ного отбора Т-клеток. На снижение лимфопоэтической 
функции в тимусе после ФДТ и оперативного вмешатель-
ства, в сравнении только с ФДТ, могут указывать умень-
шение количества иммунобластов и средних лимфоцитов 
в субкапсулярной зоне, а также уменьшение количества 
иммунобластов, средних лимфоцитов и митотически де-
лящихся клеток в центральной части коркового вещества. 
При этом увеличение количества микроРНК-21 в тимусе 
может быть вызвано также тем, что микроРНК-21 действу-
ет как ключевой регулятор развития и функционирования 
регуляторных Т-лимфоцитов (Treg). МикроРНК-21 более 
высоко экспрессируется в Treg по сравнению с обычны-
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ми Т-клетками, регулирует пролиферацию Treg и экспрес-
сию транскрипционного фактора FOXP3 регулирующего 
транскрипцию генов, ответственных за дифференциров-
ку Т-клеток, экспрессию цитокинов, а также факторв, уча-
ствующих в супрессии иммунного ответа. При этом уве-
личение количества микроРНК-27 в тимусе также может 
отрицательно влиять на индукцию FOXP3 и развитие Treg 
в тимусе [20, 21]. МикроРНК-21 влияет на процессы про-
лиферации и миграции раковых клеток путем ингибирова-
ния гена Smad7, который ингибирует активацию сигналь-
ных путей NF-κB и TGF-β, ослабляет фиброз, апоптоз, 
воспаление и дифференцировку Т-лимфоцитов [14, 22].

МикроРНК-429 участвует в регуляции пролифера-
ции и метастатического потенциала РМЖ [23]. Увеличе-
ние количества микроРНК-21 в тимусе в послеоперацион-
ном периоде может быть связано с воздействием на опу-
холевые супрессоры, такие как PTEN, PDCD4 и FBXO11 
[24, 25]. По-видимому, хирургическим вмешательством 
также может быть вызвано увеличение микроРНК-27а 
в тимусе. Эта микроРНК может действовать как супрес-
сор при РМЖ. Она способна подавлять трансмембран-
ный белок 170B (TMEM170B), ингибируя сигнальный 
путь Wnt/β-катенина и подавляя пролиферацию клеток 
[11]. При этом выявленное уменьшение количества ма-
лых лимфоцитов как в центральной части мозгового ве-
щества тимуса, так и в кортико-медуллярной зоне (коли-
чества малых лимфоцитов уменьшено до значений ин-
тактной группы) наряду с выявленными взаимосвязями 
количества микроРНК-27а в тимусе с малыми лимфоци-
тами кортико-медуллярной зоны может быть обусловле-
но ослаблением активности процессов позитивной и не-
гативной селекции Т-клеток [26]. На это может указывать 
взаимосвязь микроРНК-21 тимуса с иммунобластами кор-
кового и мозгового вещества на фоне уменьшения коли-
чества иммунобластов, митотически делящихся клеток 
в центральной части коркового вещества, и клеток с пик-
нотическими ядрами в корковом веществе и кортико-ме-
дуллярной зонах тимуса. При этом после ФДТ и после-
дующего оперативного лечения отмечаемое уменьшение 
количества эпителиоретикулярных клеток в центральной 
части мозгового вещества до значений интактной группы 
может быть обусловлено как снижением активности про-
цессов дифференцировки Т-лимфоцитов, так и снижени-
ем активности миграции Т-лимфоцитов из тимуса в срав-
нении с только ФДТ РМЖ.

Заключение

После проведения ФДТ количество микроРНК  
(-21, -27а, -429) в тимусе сохраняется уменьшенным, как 
и в группе РМЖ без лечения. Выявлены взаимосвязи толь-
ко проонкогенных микроРНК (-21, 27а, -221) с клетками 

кортико-медуллярной зоны и центральной части мозгово-
го вещества в сравнении с интактной группой и с РМЖ 
без лечения. Морфологические преобразования в тимусе 
свидетельствуют о влиянии ФДТ РМЖ на процессы как 
позитивной, так и негативной селекции. Взаимосвязи ми-
кроРНК в тимусе с морфологическими преобразования-
ми в данной железе могут указывать на ослабление про-
лиферативной активности, дифференцировки и миграции 
Т-лимфоцитов по сравнению с РМЖ без лечения.

После ФДТ с последующего оперативного удаления 
опухоли значительно увеличивается количество как про-
онкогенных микроРНК (-21, -27а), так и опухоль-супрес-
сирующей микроРНК-429 в тимусе в сравнении с толь-
ко ФДТ РМЖ. Взаимосвязи микроРНК в тимусе с мор-
фологическими преобразованиями в тимусе после ФДТ 
РМЖ и последующей резекции опухоли молочной желе-
зы, по сравнению с только ФДТ РМЖ, а также структур-
ные преобразования в тимусе могут быть обусловлены 
снижением его пролиферативной активности, активно-
сти процессов как позитивной, так и негативной селек-
ции Т-клеток, а также снижением активности процессов 
дифференцировки и миграции Т-лимфоцитов из тимуса.
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Эритросомы – получение и поглощение эндотелиоцитами in vitro
1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 125315, Москва, Россия,  
ул. Балтийская, д. 8;

2Бюджетное учреждение высшего образования Ханты-Мансийского автономного округа – Югры «Сургутский 
государственный университет», 628412, Сургут, Россия, проспект Ленина, д. 1

Введение. Многие болезни человека патогенетически связаны с дисфункцией эндотелия, что мотивирует раз-
рабатывать лекарственные препараты, воздействующие на эндотелиоциты. Для решения задачи разработки 
терапии, нацеленной на эндотелий, предлагается использовать методы наномедицины, а именно создание нано-
размерных структур, доставляющих лекарственный препарат в эндотелиоциты. Перспективным кандидатом 
на роль нетоксичного, биосовместимого носителя лекарственных препаратов в эндотелиоциты являются нано-
везикулы из мембран эритроцитов человека. Цель работы – разработка технологии получения наноразмерных 
везикул мембран эритроцитов человека загруженных модельным соединением, и изучение поглощения полу-
ченных везикул эндотелием на модели in vitro.
Методика. Методом гипотонического гемолиза получали эритроцитарные тени, загружали мембранонепроница-
емым флуорецирующим красителем, восстанавливали изотоничность среды и ультразвуковой гомогенизацией 
получали эритроцитарные наноразмерные везикулы, которые затем отмывали методом диализа или ультра-
центрифугирования. Характеризовали полученные эритросомы методами фотонно-корреляционной спектро-
скопии и просвечивающей электронной микроскопии с обратным контрастом. Изучали поглощение получен-
ных эритросом клетками линии EA.Hy926 с использованием метода проточной цитофлуориметрии и оценивали 
цитотоксичность эритросом в МТТ-тесте.
Результаты. Получены и охарактеризованы препараты эритросом – наноразмерных везикул из замкнутых 
теней эритроцитов. Показано, что эритросомы загруженные мембранонепроницаемыми флуоресцирующими 
красителями поглощаются клетками линии эндотелиоцитов EA.Hy926, рассматриваемыми как модель эндоте-
лия in vitro. Транспорт эритросом в эндотелиоциты является энергозависимым, т.к. блокируется при 4ºС. Эри-
тросомы не оказывают цитотоксического действия.
Заключение. Разработана простая и технологичная методика получения из мембран эритроцитов человека 
наноразмерных везикул, загруженных модельным соединением и поглощаемых клетками эндотелиоцитов, что 
позволяет рассматривать полученные эритросомы как перспективные средства доставки лекарственных пре-
паратов в эндотелий.
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Erythrosomes: preparation and uptake by the endothelium in vitro
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Introduction. Many human diseases are pathogenetically associated with endothelial dysfunction, which motivates the 
development of drugs that affect endotheliocytes. To develop therapies targeted at the endothelium, it is proposed to 
use technologies of nanomedicine, specifically, the creation of nanoscale structures that deliver a drug to endothelio-
cytes. Nanovesicles from human erythrocyte membranes are a promising candidate for the role of a non-toxic, biocom-
patible drug carrier in endotheliocytes. The aim of the study was to develop a technology for obtaining nanoscale vesi-
cles of human erythrocyte membranes loaded with a model compound and to study the absorption of the obtained ve si-
cles by the endothelium in an in vitro model.
Method. Erythrocyte ghosts were obtained by hypotonic hemolysis and loaded with a membrane-impermeable fluores-
cent dye. Then the medium isotonicity was restored, nanoscale erythrocyte vesicles were obtained by ultrasonic homo-
genization and washed by dialysis or ultracentrifugation. The erythrosomes were characterized by photon correlation 
spectroscopy and inverted-contrast transmission electron microscopy. The erythrosome uptake by EA.Hy926 cells was 
studied using flow cytofluorometry, and the erythrosome cytotoxicity was evaluated in a MTT test.
Results. Preparations of erythrosomes, nanoscale vesicles from erythrocyte ghosts, were obtained and characterized. It 
was shown that erythrosomes loaded with membrane-impermeable fluorescent dye were absorbed by human EA.Hy926 
endothelial cells, that are considered an in vitro model of the endothelium. The transport of erythrosomes into endothe-
liocytes was energy-dependent as it was blocked at 4°C. The erythrosomes had no cytotoxic effect.
Conclusion. A simple and technologically advanced method was developed for obtaining nanoscale vesicles loaded with 
a model compound and absorbed by endotheliocytes from human erythrocyte membranes. Thus, the obtained erythro-
somes are promising means for drug delivery to the endothelium.
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Введение

Эндотелий сосудов можно рассматривать как один 
из крупнейших органов человека, дисфункция которого 
ассоциирована с рядом патологий и патологических со-
стояний (диабет, курение, гиперхолестеринемия, гипер-
триглицеридемия, гипергомоцистеинемия и др.). При ише-
мии, тромбозе, воспалении возникает задача доставки те-
рапевтических и диагностических агентов к эндотелию, 
кроме того, нацеливание на эндотелий может обеспечить 
доставку препаратов в ткани через эндотелий посредством 

трансцитоза [1]. Известные стратегии доставки в патоло-
гический эндотелий включают: липосомы; белковые ко-
ньюгаты, нацеленные на молекулы межклеточной адгезии; 
поверхностные рецепторы; ферменты [2]. Недавно было 
показано изменение поглощения активированными эндо-
телиоцитами HUVEC липосом, несущих углеводный ли-
ганд Sialyl Lewis X к E-селектину, в зависимости от ско-
рости потока в микрофлюидной модели «сосуда-на-чи-
пе» [3], что указывает на важность не только нацеливания, 
но учета гидродинамических условий для обеспечения эф-
фективного захвата липосом клетками.
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Интересна возможность использовать в качестве кон-
тейнеров для лекарств собственные клетки организма, 
например, эритроциты [4]. Загрузка молекул препарата 
в эритроциты или иммобилизация на поверхности клеток 
обеспечивает длительную циркуляцию лекарства в кро-
ви, уменьшение частоты побочных эффектов [5]. Извест-
ны работы по загрузке в эритроциты кортикостероидов, 
кардиотоксичных антибиотиков, детоксицирующих фер-
ментов [6]. При этом известно, что микрочастицы, отще-
пляемые эритроцитами пациентов с серповидно-клеточ-
ной анемией, способны поглощаться эндотелиальными 
клетками [7], что указывает на тропность эритроцитар-
ных микрочастиц к эндотелию.

Целью настоящей работы является получение эритро-
сом – наночастиц из замкнутых теней эритроцитов, загру-
женных модельным соединением, и оценка возможности 
использования эритросом в качестве средства доставки 
лекарств в эндотелий.

Методика

Получение эритросом. Эритросомы получали из све-
жей человеческой крови здоровых доноров. Кровь от-
бирали в цитратный буфер, центрифугированием осаж-
дали эритроцитарную массу (200g, 10 мин, 4°С), кото-
рую ресуспензировали в холодном (4°С) однократном 
растворе фосфатно-солевого буфера (1X PBS) с 5 мМ 
глюкозы и повторно осаждали, затем повторяли про-
мывку два раза. 0,5 мл суспензии эритроцитов вноси-
ли в 4 мл лизирующего буфера (1/5X PBS, 1 мМ MgCl

2
, 

с/без 1 мМ CaCl
2
, 4°С). Мембраны осаждали центрифу-

гированием (800g, 10 мин, 4°С) и промывали лизиру-
ющим буфером три раза. Вносили кальцеин до конеч-
ной концентрации или ФИТЦ меченый диглицил-глицин 
до конечных концентраций 80 мкг/мл и 300 мкМ, соот-
ветственно, и запечатывали тени, восстановливая изото-
ничность добавлением 8X PBS, с последующей инкуба-
цией при 37ºС в течение 0,5 ч. Затем суспензию теней об-
рабатывали на ультразвуковом гомогенизаторе Sonopuls 
(Bandelin electronics) при 50% мощности и длительно-
сти циклов 5×10% в течение 3×10 с и внешнем охлажде-
нии (0°С) и подвергали диализу (порог отсечения 12 кДа) 
против двукратно сменяемого физиологического рас-
твора при 4°С в течение 12 ч либо центрифугировали 
при 100 000g в течение 35 мин, а осадок ресуспензирова-
ли в 1 мл PBS и хранили при 4°С.

Распределение эритросом по размерам характери-
зовали методом фотонно-корреляционной спектроско-
пии (ZetaPALS, Brookhaven Instruments) и просвечиваю-
щей электронной микроскопии с обратным контрастом 
молибдатом аммония (LEO 912 AB OMEGA, Carl Zeiss, 
Germany).

Эксперименты на культуре клеток. Эксперименты 
проводились на клетках линии эндотелиоцитов EA.Hy926. 
Клетки линии EA.Hy926 культивировали в среде DMEM 
с 2 мМ L-глутамином, 5 мМ пируватом натрия, добавками 
НАТ, заменимых аминокислот (NEAA) и 10% эмбриональ-
ной сывороткой теленка в CO

2
-инкубаторе (37°С, 5% CO

2
). 

Для изучения поглошения эритросом эндотелиоцитами, 
в культуру клеток EA.Hy926 вносили препарат эритро-
сом с разбавлением в 10 раз и инкубировали в течение 3 ч 
при 37°С в CO

2
-инкубаторе, затем среду удаляли, промы-

вали PBS, клетки снимали с подложки версен-трипси-
ном, ресуспензировали в PBS и анализировали на про-
точном цитофлуориметре FACS Calibur (Becton Dickinson 
Ltd, США).

Оценку выживаемости в МТТ-тесте проводили 
в 96-луночном планшете после инкубации клеток в те-
чение 12 или 24 ч с препаратом эритросом, внесенным 
с разбавлением в 10 и более раз. МТТ-краситель вноси-
ли до концентрации 0,5 мг/мл, инкубировали 4 ч, удаля-
ли среду, растворяли осадок формазана в DMSO и изме-
ряли оптическую плотность при λ=544 нм против 620 нм 
(Hidex Chamelion, Hidex Oy).

Результаты и обсуждение

Известны различные методы загрузки эритроцитов: 
электропорация, фармацевтически вызванный эндоцитоз, 
осмотический гемолиз и гипотонический гемолиз в раз-
личных модификациях [5]. Мы использовали гипотони-
ческий гемолиз, позволивший просто и технологично по-
лучать «тени» эритроцитов и загружать в них модельные 
соединения – мембранонепроницаемые флуоресцирую-
щие красители. Эритросомы, полученные озвучиванием 
замкнутых теней эритроцитов, согласно данным фотон-
но-корреляционной спектроскопии имели средний раз-
мер 120 нм (рис. 1).

Для изучения поглощения эритросом эндотелиоцита-
ми в качестве модели эндотелия in vitro была выбрана кле-
точная линия EA.Hy926 (гибридома клеток культуры эн-
дотелиоцитов вен пупочного канатика HUVEC и клеток 
линии аденокарциномы легких А549) стабильно сохраня-
ющая фенотип эндотелия в процессе культивирования [8]. 
Учитывая, что λ (max) экстинкции и эмиссии для кальце-
ина равны 470 и 509 (нм), соответственно, а для флуорес-
цеина 495 и 520 (нм), поглощение клетками эритросом, за-
груженных этими красителями, можно наблюдать на про-
точном цитофлуориметре с возбуждением синим лазером 
(488 нм) и детекцией на канале FL-1H (530±30 нм). Выде-
лив гейт клеток в координатах FSC/SSC (рис. 2, а/a), по-
лучали гистограмму распределения числа клеток по ин-
тенсивности флуоресценции. Видно (рис. 2, б/b), что по-
сле прединкубации клеток с эритросомами загруженными 
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красителем, интенсивность флуоресценции клеток резко 
возрастала по сравнению с автофлуоресценцией в контро-
ле (наблюдалось смещение пика на гистограмме вправо, 
свидетельствующее об усилении флуоресценции клеток 
вследствие поглощении флуоресцирующего красителя). 
Чтобы гарантировать отсутствие в препарате эритросом 
незагруженного красителя, эритросомы очищали двумя 
различными способами: ультрацентрифугированием или 
диализом. Способ очистки не влиял на наблюдаемый эф-

фект поглощения. Также не было замечено значимых от-
личий в поглощении эритросом, приготовленных с/без до-
бавок ионов кальция (1 мМ).

Можно предположить различные механизмы погло-
щения эритросом. Для их дискриминации был поставлен 
эксперимент по инкубации эритросом с эндотелиоцита-
ми при 4°С, а также с эндотелиоцитами после прединку-
бации клеток с гепарином (10 мкг/мл) или хлорохином 
(200 кМ). Из рис. 3, а/a видно, что при 4°С эритросомы 

Рис. 1. Характеристика эритросом. а – Гистограмма распределения по размерам эритроцитарных наносом полученная методом 
фотонно-корреляционной спектроскопии. б – Электронно-микроскопическое изображение эритросомы с обратным контрастом 
молибдатом аммония.
Fig. 1. Characteristics of erythrosomes. a – Histogram of the size distribution of erythrocyte nanosomes obtained by photon correlation 
spectroscopy. b – Electron microscopic image of an erythrosome with reverse contrast with ammonium molybdate.

Рис. 2. Оценка интернализации эритросом клетками EA.Hy926. а – Типичная картина распределения суспензии клеток EA.Hy926 в 
координатах FSC/SSC: гейт R1 – клетки, гейт R2 – дебрис. б – Гистограммы гейта клеток инкубированных с эритросомами пусты-
ми (1) и загруженными кальцеином (2) по каналу FL1-H.
Fig. 2. Evaluation of erythrosome internalization by EA.Hy926 cells. a – Typical distribution pattern of EA.Hy926 cell suspension in FSC/SSC 
coordinates: gate R1 – cells, gate R2 – debris. b – Gate histograms of cells incubated with empty (1) and calcein-loaded (2) erythrosomes 
in the FL1-H channel.

а/а

а/а

б/b

б/b
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не поглощались клетками, т.к. интенсивность флуоресцен-
ции клеток, инкубированных с эритросомами, не отлича-
лась от автофлуоресценции контрольных (автофлуорес-
ценция в контроле при 4°С несколько ниже контрольной 
при 37°С). Ингибирующее действие холода на поглоще-
ние эритросом указывает на то, что этот процесс является 
энергозависимым, и подавление продукции АТФ блоки-
рует транспорт эритросом. Прединкубация клеток с гепа-
рином (рис. 3, б/b) или хлорохином (рис. 3, в/c) не инги-
бировала поглощение эритросом. Хлорохин ингибирует 
клатрин-зависимый транспорт [9], а гепарин – ингибирует 
связывание с рецепторами, ассоциированными с гепарин 
сульфат протеогликаном; известно ингибирование эндо-
цитоза экзосом опухолевых клеток гепарином [10]. Мож-
но говорить об отсутствии вовлеченности этих процессов 
в поглощение эритросом.

В работе [7] было показано, что микрочастицы, отще-
пляемые эритроцитами пациентов с серповидно-клеточ-
ной анемией, способны вызывать окислительный стресс 
и апоптоз в эндотелиальных клетках, вероятно играя роль 
в патогенезе атеросклероза. Эффект связывают с наличием 
в микрочастицах эритроцитов гемоглобина и высвобожда-
емых из него гемина и ионов железа, способных катали-
зировать реакции образования активных форм кислоро-
да и окисленных липидов. Нами не было обнаружено ста-
тистически значимого токсического действия эритросом 
на клетки культуры EA.Hy926 в МТТ-тесте при продол-

жительности инкубации 12 ч и 24 ч. Отсутствие токсич-
ности эритросом можно объяснить отсутствием гемогло-
бина, удаленного из эритроцитарных теней при отмывке, 
и использованием для получения эритросом свежих до-
норских эритроцитов, не подвергшихся старению в про-
цессе хранения.

Заключение

С помощью сравнительно простого и технологичного 
метода были получены и загружены модельным соедине-
нием наноразмерные эритросомы, способные поглощать-
ся эндотелиальными клетками in vitro. Это позволяет рас-
сматривать эритросомы как перспективные нетоксичные 
биосовместимые средства доставки лекарственных пре-
паратов в эндотелий.
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Крюкова В.В., Цепелев В.Л., Терешков П.П.

Изменения субпопуляционного состава инфильтрирующих опухоль цитотоксических 
Т-лимфоцитов и экспрессии ко-ингибирующих молекул на их поверхности  
при колоректальном раке III стадии

ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Минздрава России, 672000, Забайкальский край, Чита, 
Россия, ул. Горького, 39А

Актуальность. Исследование субпопуляционного состава цитотоксических Т-лимфоцитов и экспрессии на их 
поверхности ко-ингибирующих белков в микроокружении опухоли необходимо для разработки новых методов 
таргетной терапии колоректального рака (КРР). Цель – изучение субпопуляционного состава цитотоксических 
Т-лимфоцитов и экспрессии на их поверхности ко-ингибирующих молекул в первичном очаге опухолевого роста 
у больных раком толстой кишки III стадии.
Методика. Методом проточной цитометрии изучено относительное содержание цитотоксических Т-лимфо-
цитов опухолевого микроокружения, субпопуляционный состав цитотоксических Т-лимфоцитов, а также экс-
прессия CD8-позитивными клетками иммунных контрольных точек (CTLA-4, PD-1, TIM-3) у 105 больных КРР III 
стадии. Контрольную группу составили 75 пациентов, которым выполнена операция на толстой кишке по поводу  
не опухолевых заболеваний.
Результаты. У больных КРР III стадии в первичном очаге опухолевого роста в 1,3 раза снижается доля наив-
ных клеток (СD3+CD8+СD45RA+CCR7+), возрастает относительное содержание цитотоксических Т-лимфоци-
тов центральной памяти (CD3+CD8+CD45RA-CCR7+) и эффекторной памяти (CD3+CD8+CD45RA-ССR7-) в 1,5 и 
1,4 раза соответственно, а также уменьшается количество терминально-дифференцированных Т-клеток 
(CD3+CD8+CD45RA+ССR7-). У пациентов с КРР на поверхности CD3+CD8+лимфоцитов в микроокружении опухоли в 
1,9 раза возрастает экспрессия CD57, в 1,9 раза – ко-ингибирующей молекулы CTLA-4 и в 2,5 раза – белка TIM-3.
Заключение. У больных КРР III стадии изменяется субпопуляционный состав инфильтрирующих опухоль цито-
токсических Т-лимфоцитов, что выражается в уменьшении доли наивных и терминально-дифференцирован-
ных Т-клеток с одновременным увеличением процентного содержания клеток центральной и эффекторной 
памяти. При КРР III стадии увеличивается экспрессия ко-ингибирующих молекул (CTLA-4 и TIM-3) на цитоток-
сических Т-лимфоцитах опухолевого микроокружения.
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Changes in the subpopulation composition of tumor-infiltrating cytotoxic Т-lymphocytes 
and the expression of co-inhibitory molecules on their surface in stage III colorectal cancer
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Relevance: Studying the subpopulation composition of cytotoxic T-lymphocytes and the expression of co-inhibitory pro-
teins on their surface in the tumor microenvironment is necessary for the development of new methods of targeted ther-
apy for colorectal cancer (CRC). Aim: To study the subpopulation composition of cytotoxic T-lymphocytes and the expres-
sion of co-inhibitory molecules on their surface in the primary tumor growth site in patients with stage III colon cancer.
Methods. The relative content of cytotoxic T-lymphocytes in the tumor microenvironment, the subpopulation composi-
tion of cytotoxic T-lymphocytes, as well as the expression of immune checkpoints (CTLA-4, PD-1, TIM-3) by CD8-posi-
tive cells were measured in 105 patients with stage III CRC by flow cytometry. The control group consisted of 75 patients 
who underwent colon surgery for non-neoplastic diseases.
Results. In patients with stage III CRC, the proportion of naive cells (CD3+CD8+CD45RA+CCR7+) in the primary tumor 
growth site was decreased by 23.1%; the relative content of cytotoxic T-lymphocytes of central memory (CD3+CD8+C-
D45RA-CCR7+) and effector memory (CD3+CD8+CD45RA-ССR7-) was increased by 1.5 and 1.4 times, respectively; and 
the number of terminally differentiated T-cells (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-) was decreased. In CRC patients, on the sur-
face of CD3+CD8+ lymphocytes in the tumor microenvironment, the expression of CD57 was increased by 1.9 times, the 
co-inhibitory CTLA-4 molecule by 1.9 times, and the TIM-3 protein by 2.5 times.
Conclusion. In patients with stage III CRC, the subpopulation composition of tumor-infiltrating cytotoxic T lympho-
cytes changes, which is evident as a decreased proportion of naive and terminally differentiated T cells along with an 
increase in the percentage of central and effector memory cells. In stage III CRC, the expression of co-inhibitory mole-
cules (CTLA-4 and TIM-3) on cytotoxic T lymphocytes of the tumor microenvironment increases.
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Введение

Колоректальный рак (КРР) является одной из наибо-
лее часто встречающихся форм злокачественных ново-
образований. Несмотря на достигнутые успехи в ком-
плексном лечении КРР, показатели пятилетней выжи-
ваемости сохраняются на низком уровне [1]. Наиболее 
перспективным направлением лечения данной категории 
больных является таргетная иммунотерапия, основанная 

на применении ингибиторов иммунных контрольных то-
чек (ИКТ). Последние представляют собой ко-ингибиру-
ющие молекулы, которые в физиологических условиях 
являются отрицательными регуляторами иммунной си-
стемы, не позволяющими развиваться аутоиммунным за-
болеваниям [2]. Основными ИКТ являются: CTLA-4, PD-1 
и TIM-3. Злокачественные клетки способны использовать 
ИКТ с целью «ускользания от иммунного ответа». Ранее 
нами было установлено, что в опухолевой ткани и крови 
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увеличивается концентрация растворимой формы ингиби-
рующих молекул (LAG-3, TIM-3, CTLA-4), а также их ли-
гандов, что свидетельствует об участии последних в пато-
генезе КРР [3, 4]. Данные исследования требуют дальней-
шего продолжения в плане изучения экспрессии ИКТ на 
иммунных клетках. В настоящее время недостаточно из-
учена экспрессия ко-ингибирующих белков на поверхно-
сти цитотоксических Т-лимфоцитов опухолевого микро-
окружения при КРР. Эти исследования необходимы для 
понимания патогенеза рака толстой кишки, механизмов 
развития опухолевой иммуносупрессии при КРР, а так-
же для определения стратегии таргетной иммунотерапии.

Наиболее перспективной мишенью для иммунотера-
пии являются цитотоксические Т-лимфоциты, которые 
играют ведущую роль в механизмах онкорезистентности. 
Современные стратегии иммунотерапии рака направле-
ны на повышение функциональной активности данных 
клеток и усиление адаптивного иммунного ответа на он-
коантигены [5]. В настоящее время недостаточно изуче-
ны вопросы антигензависимой дифференцировки данных 
клеток при КРР. Цитотоксические Т-лимфоциты представ-
ляют собой гетерогенную популяцию, включающую наив-
ные клетки, лимфоциты центральной и эффекторной па-
мяти, терминально-дифференцированные CD45RA-пози-
тивные Т-клетки (TEMRA). В процессе антигензависимой 
дифференцировки при злокачественных новообразовани-
ях в крови увеличивается количество эффекторных клеток 
и клеток памяти [6]. Между тем, данных по субпопуляци-
онному составу инфильтрирующих опухоль цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов недостаточно. Генерация, диффе-
ренцировка и поддержание инфильтрирующих опухоль 
Т-клеток памяти в функционально оптимальном состо-
янии имеет решающее значение в формировании проти-
воопухолевого иммунитета. Данные исследования необ-
ходимы для понимания механизмов развития опухолевой 
иммуносупрессии при КРР.

Цель работы – изучение субпопуляционного состава 
цитотоксических Т-лимфоцитов и экспрессии на их по-
верхности ко-ингибирующих молекул в первичном оча-
ге опухолевого роста у больных раком толстой кишки III 
стадии.

Методика

Под нашим наблюдением находилось 105 больных 
КРР III стадии, из них у 93 (88,6%) был рак ободочной 
кишки, у 12 (11,4%) – прямой кишки. Во всех случаях 
опухоль была представлена аденокарциномой. Критерии 
включения: диагностированный и морфологически ве-
рифицированный колоректальный рак, первичный ста-
тус заболевания. Критерии исключения: больные, полу-
чавшие химио- или лучевую терапию; аутоиммунные, ин-

фекционные заболевания; хронические воспалительные 
заболевания толстой кишки. Возраст пациентов основной 
группы составил 64,0 [56,0; 69,5] лет. В основной груп-
пе было 66 (62,9%) женщин и 39 (37,1%) мужчин. Кон-
трольную группу составили 75 больных, которым выпол-
нена операция на толстой кишке по поводу неопухолевых 
заболеваний. Возраст обследуемых контрольной груп-
пы составил 62,0 [50,0; 68,0] лет. В контрольной группе 
было 47 (62,7%) женщин и 28 (37,3%) мужчин. Основ-
ная и контрольная группа больных сопоставима по полу 
(χ²=0,001, p=0,979) и возрасту (U=3448,0, p=0,155).

Фрагменты опухолевой ткани, полученной во время 
оперативного вмешательства, гомогенизировали с приме-
нением реагентов TumorDissociationKit на гомогенизато-
ре GentleMACS Dissociator (Германия). Для получения 
суспензии клеток применяли капроновый фильтр 70 мкм 
(Miltenyi BiotecGmbH, Германия). Все исследования про-
водили в течение 6 часов после забора материала.

Исследование субпопуляций цитотоксических 
T-лимфоцитов осуществляли методом проточной цитомет-
рии. Для этого использовали антитела против CD45 (клон 
J33); CD3 (клон UCHT1); CD8 (клон RPA-T8); CD45RA 
(клон 2H4LDH11LDB9) и CCR7 (клон G043H7). Распре-
деление антител по каналам флуоресценции проводи-
ли в соответствии с принципами формирования панелей 
для многоцветных цитофлуориметрических исследований 
[7]. Протоколы окрашивания выполняли в соответствии 
с рекомендациями производителя. Суспензию выделен-
ных клеток в объеме 100 мкл окрашивали вышеуказан-
ными антителами при комнатной температуре в тече-
ние 15 мин в темноте. После окрашивания антителами 
эритроциты лизировали, промывали дважды стерильным 
PBS с использованием реактивов Beckman Coulter, США. 
Далее все образцы подвергли анализу на проточном ци-
тометре CytoFLEX LX (Beckman Coulter, США). Из каж-
дого образца собирали не менее 50000 клеток CD3+ для 
оценки иммунных клеток. Обработку данных выполняли 
при помощи программ CytExpert software v.2.0 и Kaluza™ 
v.2.1.1 (США).

Определяли количество инфильтрирующих опухоль 
цитотоксических Т-лимфоцитов, экспрессирующих белки: 
CTLA-4 (CD152), PD-1 (CD279), Tim-3 (CD366) и CD57 
методом проточной цитометрии. Для этого применяли 
моноклональные антитела против: CD152 (клон BNI3), 
CD279 (клон EH12.2H7), CD366 (клон A18087E) и CD57 
(клон NC1).

Полученные данные представляли в виде медианы, 
первого и третьего квартилей. Попарное сравнение пока-
зателей основной и контрольной групп проводили с по-
мощью критерия Манна-Уитни, поскольку в исследуемых 
группах наблюдалось распределение признаков отлич-
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ное от нормального [8]. Статистическую обработку про-
водили с использованием программ IBM SPSS Statistics 
Version 25.0 (США).

Результаты

Нами установлено, что у больных КРР III стадии 
в 1,2 раза увеличивается относительное содержание об-
щей популяции лимфоцитов в первичном очаге опухо-
левого роста (26,9 [21,7; 32,6] % – в группе контроля и  
32,4 [22,1; 42,9] % – у пациентов с КРР, p=0,005). У боль-
ных КРР III стадии не изменяется относительное со-
держание инфильтрирующих опухоль цитотоксических 
Т-лимфоцитов (CD3+CD8+) по сравнению с группой кон-
троля (табл. 1). Между тем, в опухолевом микроокруже-
нии происходят структурные изменения субпопуляцион-
ного состава данных иммунных клеток в зависимости 
от степени дифференцировки. Так, в 1,3 раза уменьша-
ется количество наивных CD8+ лимфоцитов по отноше-
нию к группе контроля, относительное содержание кле-
ток центральной памяти (CD3+CD8+CD45RA-CCR7+) уве-
личивается в 1,5 раза, цитотоксических Т-лимфоцитов 
эффекторной памяти – в 1,4 раза. Одновременно с этим, 
в первичном очаге опухолевого роста при раке толстой 
кишки III стадии в 1,3 раза снижается относительное ко-
личество терминально-дифференцированных Т-клеток 
(CD8+TEMRA) (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-) (табл. 1). 
У больных КРР III стадии в первичном очаге опухоле-
вого роста в 1,9 раза увеличивается относительное со-
держание CD8-позитивных клеток, экспрессирующих на 
своей поверхности CD57.

Установлено, что у больных КРР III стадии среди 
изученных иммунных контрольных точек, наибольший 
вклад в формирование опухолевой иммуносупрессии на 
уровне функционирования цитотоксических Т-лимфо-
цитов вносит цитотоксический Т-лимфоцитарно-ассоци-
ированный белок (CTLA-4) (табл. 2). Так, у больных ра-
ком толстой кишки в очаге первичного опухолевого ро-
ста в 1,9 раза увеличивается относительное содержание 
CD8-позитивных Т-лимфоцитов, экспрессирующих на 
своей поверхности CTLA-4. Одновременно с этим, в 2,5 
раза увеличивалась экспрессия ко-ингибирующей моле-
кулы TIM-3 на цитотоксических Т-лимфоцитах в опухо-
левой ткани. Статистически значимых различий уровня 
экспрессии иммунной контрольной точки PD-1 цитоток-
сическими Т-лимфоцитами в первичном очаге опухоле-
вого роста у пациентов с КРР III стадии и контрольной 
группе не обнаружено (табл. 2).

Обсуждение

Наши исследования показали, что у больных КРР III 
стадии в первичном очаге опухолевого роста не изменя-
ется относительное содержание цитотоксических Т-лим-
фоцитов по сравнению с группой контроля. При изучении 
субпопуляций цитотоксических Т-лимфоцитов в опухо-
левом микроокружении установлено, что при КРР про-
исходит уменьшение доли наивных клеток. Последние 
представляют собой популяцию клеток, не прошедших 
этап антиген-зависимой дифференцировки. Особенностью 
наивных Т-лимфоцитов является экспрессия на своей по-
верхности CD45RA, CD62L и CD197 (или CCR7), способ-

Таблица 1/Table 1
Цитотоксические Т-лимфоциты в первичном очаге опухолевого роста у больных колоректальным раком, Me [Q1; Q3]

Cytotoxic T-lymphocytes in the primary tumor growth site in patients with colorectal cancer, Me [Q1; Q3]

Субпопуляции
цитотоксических Т-лимфоцитов

Subpopulations of cytotoxic T-lymphocytes, %

Группа контроля 
Control group,

n=75

Колоректальный рак
Colorectal cancer,  

n=105

Тестовая статистика 
Test statistics

U Манна–Уитни /
U Mann–Whitney

Значение p /
p-value

Цитотоксические Т-лимфоциты (CD3+CD8+) 
Cytotoxic T-lymphocytes (CD3+CD8+) 28,3 [14,5; 39,8] 27,5 [18,7; 39,0] 3775,5 0,638

CD8+Naïve (СD3+CD8+СD45RA+CCR7+) 6,1 [3,2; 7,7] 4,7 [3,1; 6,6] 3202,0 0,033

CD8+CM (CD3+CD8+CD45RA-CCR7+) 5,5 [2,6; 8,2] 8,4 [4,8; 13,8 ] 2352,0 <0,001

CD8+EM (CD3+CD8+CD45RA-ССR7-) 26,7 [16,1; 37,1] 36,6 [19,6; 46,7] 2817,5 0,001

CD8+TEMRA (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-) 64,4 [46,0; 76,3] 49,5 [40,3; 63,4] 2565,0 <0,001

CD8+CD57+ 25,3 [18,0; 42,1] 48,2 [33,6; 59,1] 1587,5 <0,001

Примечание. Naive – наивные Т-клетки, СМ – Т-клетки центральной памяти, ЕМ – Т-клетки эффекторной памяти, TEMRA – терминально-диф-
ференцированные Т-клетки, U – критерий Манна–Уитни, p–уровень значимости различий показателей больных КРР и контрольной группы.
Note. Naive – naive T-cells, CM – central memory T-cells, EM – effector memory T-cells, TEMRA – terminally differentiated T-cells, U – Mann–Whitney 
test, p – significance level of differences in parameters of CRC patients and the control group.
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ствующих миграции этих клеток в лимфатические узлы. 
На поверхности наивных клеток зарегистрирована высо-
кая экспрессия ко-стимулирующих белков, в частности 
CD28 [9]. Данный тип клеток синтезирует интерлейкин-2.

Одновременно с уменьшением количества наивных 
клеток нами зарегистрировано увеличение относительно-
го содержания цитотоксических Т-лимфоцитов централь-
ной и эффекторной памяти. Следует отметить, что по ме-
ре дифференцировки CD8-позитивные клетки изменяют 
не только фенотип, но и свои функциональные характери-
стики [10]. Т-клетки центральной памяти (СМ) экспрес-
сируют CD45R0, CD62L, CD27, CD28. Данные клетки 
прошли антигензависимую дифференцировку, и они об-
ладают способностью длительно циркулировать в орга-
низме [6].

Т-клетки эффекторной памяти (ЕМ) имеют фенотип 
CD45RA-CD45R0+CD62L-CCR7-. По сравнению с клетками 
СМ, данный тип лимфоцитов секретирует ряд цитокинов, 
определяющих онкорезистентность и противоопухолевый 
иммунитет (IFNγ и IL-4). Важнейшим отличием клеток эф-
фекторной памяти является высокий уровень экспрессии 
адгезионных молекул, а также рецепторов для провоспа-
лительных хемокинов, способствующих миграции данных 
клеток в первичный очаг опухолевого роста [11]. Терми-
нально-дифференцированные CD45RA-позитивные Т-клет-
ки (TEMRA) (CD45RA+CD45R0–CD62L–CCR7–) являют-
ся финальной стадией созревания Т-лимфоцитов. Они об-
ладают низкой пролиферативной активностью, но в то же 
время обладают повышенной способностью к синтезу ря-
да эффекторных молекул, определяющих силу противоо-
пухолевого иммунного ответа [6].

Более того, результаты наших исследований показа-
ли, что в очаге злокачественного роста при КРР умень-
шается количество терминально-дифференцированных 
Т-клеток (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-). Этот феномен, ве-

роятно, связан с истощением и апоптозом данного типа 
клеток в очаге опухолевого роста.

До настоящего времени недостаточно изучены цито-
токсические Т-лимфоциты опухолевого микроокружения, 
экспрессирующие CD57. Нами получены интересные дан-
ные, свидетельствующие о повышении экспрессии СD57 
на CD8-позитивных клетках. Роль CD8+CD57+ лимфо-
цитов в патогенезе КРР требует дальнейшего изучения. 
Между тем, уже в настоящее время известно, что Т-клет-
ки CD57 + PD-1 – CD8+ секретируют перфорин и гранзи-
мы, являющиеся ключевым фактором киллинга злокаче-
ственных клеток [12].

Проведенные исследования показали, что у больных 
КРР III стадии в 1,9 раза увеличивается экспрессия ко-ин-
гибирующего белка CTLA-4 на инфильтрирующих опу-
холь цитотоксических Т-лимфоцитах. Цитотоксический 
Т-лимфоцитарный антиген 4 (CTLA-4, CD152) является 
ко-ингибирующим белком, инициация экспрессии кото-
рого происходит после активации Т-лимфоцитов. К мо-
лекуле CTLA-4 существует 2 лиганда: B7-1 (CD80) и B7-2  
(CD86), которые находятся на поверхности антигенпре-
зентирующих клеток [13]. Основная функция данного 
белка заключается в подавлении пролиферации Т-лимфо-
цитов, которая происходит после взаимодействия CD80 
или CD86 с CTLA-4. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что ко-ингибирующая молекула CTLA-4 вно-
сит вклад в формирование опухолевой иммуносупрес-
сии у больных КРР на уровне функционирования CD8-
позитивных лимфоцитов.

Нами установлено, что на инфильтрирующих опухоль 
цитотоксических Т-лимфоцитах у больных КРР III ста-
дии в 2,5 раза возрастает экспрессия мембранного белка 
TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain-3). Дан-
ная ко-ингибирующая молекула также экспрессируется 
на различных иммунных клетках: регуляторных Т-клет-

Таблица 2/Table 2
Экспрессия иммунных контрольных точек цитотоксическими Т-лимфоцитами в первичном очаге опухолевого роста у больных 
колоректальным раком, Me [Q1; Q3]

Expression of immune checkpoints by cytotoxic T-lymphocytes in the primary tumor growth site in patients with colorectal cancer,  
Me [Q1; Q3]

Субпопуляции цитотоксических Т-лимфоцитов
Subpopulations of cytotoxic T-lymphocytes,  

%

Группа контроля
Control group,  

n=75

Колоректальный рак
Colorectal cancer,  

n=105

Тестовая статистика / Test statistics

U Манна–Уитни 
U Mann–Whitney

Значение p 
p-value

CD8+ CTLA-4+ 8,6 [3,9; 13,3] 16,3 [13,1; 24,1] 1211,5 <0,001

CD8+PD-1+ 32,5 [17,2; 43,4] 29,0 [16,5; 39,9] 3673,0 0,443

CD8+ TIM-3+ 2,8 [1,0; 4,3] 7,1 [3,7; 10,1] 1316,0 <0,001

Примечание. U – критерий Манна-Уитни, p – уровень значимости различий показателей больных КРР и контрольной группы.
Note. U – Mann–Whitney test, p – significance level of differences in parameters of CRC patients and the control group.
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ках, естественных киллерах, дендритных клетках [14]. 
Лиганд молекулы TIM-3 – Galectin-9 экспрессируется на 
злокачественных клетках. Механизм, посредством кото-
рого TIM-3 способствует дисфункции CD8-позитивных 
клеток, до конца не известен. Полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что точкой приложения молеку-
лы TIM-3 в опухолевом микроокружении больных раком 
толстой кишки являются цитотоксические Т-лимфоциты.

Нами не установлено статистически значимых разли-
чий уровня экспрессии молекулы PD-1 цитотоксически-
ми Т-лимфоцитами у данной категории пациентов. Таким 
образом, наибольший вклад в формирование опухолевой 
иммуносупрессии у больных КРР III стадии на уровне 
функционирования инфильтрирующих опухоль Т-лим-
фоцитов вносят ко-ингибирующие белки CTLA-4 и TIM-
3. Полученные результаты имеют важное практическое 
значение, с одной стороны, для понимания механизмов 
развития опухолевой иммуносупрессии, с другой сторо-
ны – для определения стратегии таргетной иммунотерапии 
больных с КРР, основанной на использовании монокло-
нальных антител к указанным ко-ингибирующим белкам.

Выводы

В первичном очаге опухолевого роста при КРР III 
стадии изменяется субпопуляционный состав цитоток-
сических Т-лимфоцитов, что выражается в уменьшении 
доли наивных клеток и терминально-дифференцирован-
ных Т-клеток с одновременным увеличением процентного 
содержания клеток центральной и эффекторной памяти. 
У больных с КРР увеличивается относительное содержа-
ние в опухолевой ткани цитотоксических Т-лимфоцитов, 
экспрессирующих CD57.

У больных КРР III стадии увеличивается экспрессия 
ко-ингибирующих молекул (CTLA-4 и TIM-3) на цитоток-
сических Т-лимфоцитах опухолевого микроокружения.
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Гадиева В.А.1, Иванов А.В.2, Кубатиев А.А.2, Дзгоева Ф.У.1

Цистеин, гомоцистеин и их редокс-статус как предиктор летального исхода у больных  
на гемодиализе

1ФГБОУ ВО «Северо-Осетинская государственная медицинская академия», 362019, Владикавказ, Россия, ул. Пушкинская, д. 40;
2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 125315, Москва, Россия, ул. Балтийская, д. 8

Введение. Хроническая болезнь почек, особенно терминальная стадия, требующая проведения заместитель-
ной почечной терапии, характеризуется высокой сердечно-сосудистой заболеваемостью и смертностью. Уре-
мический синдром, ассоциированный с ХБП, способствует нарастанию окислительного стресса, дисфункции 
эндотелия и активации воспаления, играющих ключевую роль в развитии сердечно-сосудистых осложнений. 
Цистеин и гомоцистеин образуют тиол-дисульфидную систему, находящуюся в состоянии динамического рав-
новесия. Нарушение баланса между восстановленными и окисленными формами этих аминотиолов может отра-
жать степень окислительного стресса и его вклад в развитие осложнений ХБП. Целью работы являлось выяв-
ление прогностической роли цистеина, гомоцистеина и их редокс-статуса в плазме крови у больных с терми-
нальной почечной недостаточностью.
Методика. В исследование было включено 47 пациентов, получавших заместительную почечную терапию (гемо-
диализ) в течение не менее 3 месяцев до отбора образцов крови. Длительность наблюдения составила 3 года.
Результаты. Было выявлено, что высокий уровень общего содержания цистеина, гомоцистеина, низкий уровень 
их восстановленных форм и низкий редокс-статус цистеина (<1%) и гомоцистеина (<6%) являются независи-
мыми предикторами летального исхода у больных на гемодиализе (отношение рисков 4,7 и 4,8 соответственно, 
p<0,05). Повышение плазменного пула гомоцистеина ввиду его недостаточной утилизации почками ведет к воз-
растанию его концентрации в клетках и активации ферментов транссульфурирования, превращающих гомо-
цистеин в цистеин. Это вносит свой вклад в возрастание уровня последнего в плазме крови. Нарушение мета-
болизма гомоцистеина выражается не только в подъеме его общего содержания, но и отражается на тиол-ди-
сульфидном балансе аминотиолов.
Заключение. Общее содержание, восстановленные формы и редокс-статус цистеина и гомоцистеина являются 
независимым предиктором летального исхода у больных, находящихся на гемодиализе. Оценка редокс-статуса 
может быть полезна для стратификации риска и разработки стратегий персонализированной терапии, направ-
ленных на снижение окислительного стресса и улучшение прогноза у данной категории пациентов. Необходимы 
дальнейшие исследования для оценки эффективности антиоксидантной терапии и других вмешательств, направ-
ленных на коррекцию окислительно-восстановительного баланса у больных на гемодиализе.
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Introduction. Chronic kidney disease (CKD), especially its end stage, that requires renal replacement therapy, is cha-
racterized by high cardiovascular morbidity and mortality. Uremic syndrome associated with CKD facilitates oxidative 
stress, endothelial dysfunction, and inflammation and, thereby, plays a key role in the development of cardiovascular 
complications. Cysteine and homocysteine form a thiol-disulfide system in a state of dynamic equilibrium. The imba-
lance between reduced and oxidized forms of these aminothiols may reflect the degree of oxidative stress and its con-
tribution to the development of CKD complications. The aim of this study was to identify the prognostic role of cysteine, 
homocysteine and their redox status in blood plasma of patients with terminal renal insufficiency.
Methods. The study included 47 patients who received renal replacement therapy (hemodialysis) for at least 3 months 
prior to blood sampling. The follow-up period was 3 years.
Results. It was found that a high level of total content of cysteine and homocysteine, a low level of their reduced forms, 
and a low redox status of cysteine (<1%) and homocysteine (<6%) are independent predictors of death in hemodialy-
sis patients (odds ratio 4.7 and 4.8, respectively, p< 0.05). An increase in the plasma pool of homocysteine due to its 
insufficient utilization by the kidneys leads to an increase in its cellular concentration and activation of trans-sulfuriza-
tion enzymes that convert homocysteine into cysteine. This contributes to an elevation of plasma cysteine. Disorders 
of homocysteine metabolism are not only evident as increased total cysteine content but also affect the thiol-disulfide 
balance of aminothiols.
Conclusion. The total content, reduced forms, and redox status of cysteine and homocysteine are independent predictors 
of death in hemodialysis patients. Assessment of the redox status can be useful for risk stratification and the develop-
ment of personalized therapeutic strategies for restricting oxidative stress and improving prognosis in this category of 
patients. Further studies are needed to evaluate the effectiveness of antioxidant therapy and other interventions aimed 
at the correction of the redox balance in hemodialysis patients.
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Введение

Хроническая болезнь почек (ХБП), особенно терми-
нальная стадия, требующая проведения заместительной 
почечной терапии (диализа), характеризуется высокой сер-
дечно-сосудистой заболеваемостью и смертностью [1, 2]. 

Уремический синдром, ассоциированный с ХБП, способ-
ствует нарастанию окислительного стресса, дисфункции 
эндотелия и активации воспаления, играющих ключевую 
роль в развитии сердечно-сосудистых осложнений [3, 4]. 
Аминотиолы, такие как цистеин и гомоцистеин, образу-
ют тиол-дисульфидную систему, находящуюся в состоя-
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нии динамического равновесия [5]. Для ХБП характерны 
существенные сдвиги как общего содержания аминотио-
лов, прежде всего гомоцистеина, так и снижение концен-
трации их восстановленных форм [6]. Поэтому нарушение 
баланса между восстановленными и окисленными форма-
ми аминотиолов может отражать степень окислительного 
стресса и его вклад в развитие осложнений ХБП [7, 8, 9]. 
Отношение концентрации восстановленной формы ами-
нотиола к его общему содержанию принято считать его 
редокс-статусом (РС) [10]. Целью исследования являлась 
оценка прогностической значимости редокс-статуса ами-
нотиолов в отношении летального исхода у больных, на-
ходящихся на гемодиализе.

Методика

В исследование были включены 47 пациентов, нахо-
дящихся на гемодиализной терапии не менее 3 месяцев. 
Средний возраст больных составил 61,94 лет (от 39 лет 
до 78 лет), из них 31 пациент (66,0 %) был мужского по-
ла. Пациенты с острыми инфекционными заболевания-
ми, злокачественными новообразованиями в активной 
фазе и тяжелыми не корригируемыми нарушениями элек-
тролитного баланса во время проведения обследования 
исключались. Исследование проводили в соответствии 
с надлежащей клинической практикой и принципами 
Хельсинкской декларации 1975 г., ее пересмотренному 
варианту 2000 г., этическим стандартам этического коми-
тета ФГБОУ ВО СОГМА (протокол № 6 от 26.12.2018 г.). 
Все пациенты подписали добровольное информирован-
ное согласие о включении в исследование.

При включении в исследование у всех пациентов со-
бирали анамнез, проводили физикальное обследование, 
оценивали параметры диализного лечения и сопутствую-
щую терапию. Забор крови осуществлялся до начала оче-
редного сеанса гемодиализа. Общее содержание и уровень 
восстановленных форм цистеина и гомоцистеина в плаз-
ме крови определяли методом жидкостной хроматогра-
фии как описано ранее [11]. Образцы венозной крови, 
взятые натощак в пробирки, содержащие 3,8% цитрат Na, 
центрифугировали 15 мин при g 3000 и отбирали плазму 
крови. Для определения общего содержания аминотиолов 
к 50 мкл плазмы добавляли по 5 мкл 0,2 М дитиотреито-
ла и 1 мМ пеницилламина (внутреннего стандарта) и по-
сле инкубации (20 мин при 37°С) вносили 180 мкл аце-
тонитрила. После перемешивания и цетрифугирования (5 
мин, 15000g) к супернатанту добавляли 25 мкл 0,4 М ре-
агента Эллмана в диметилсульфоксиде. Избыток органи-
ческого растворителя удаляли жидкофазной экстракци-
ей путем добавления к полученной смеси 0,2 мл хлоро-
форма и выделением водной фазы центрифугированием 
(2 мин 3000g). Перед анализом к экстрактам добавляли 

по 5 мкл 1М HCl. Для определения восстановленных форм 
аминотиолов к 200 мкл плазмы добавляли 400 мкл 2,5 мМ 
реактива Эллмана в ацетонитриле и сразу после переме-
шивания 20 мкл 100 мМ йодоацетамида. После осажде-
ния белков центрифугированием (5 мин 15000g) к су-
пернатанту добавляли 20 мкл 25 мкМ пеницилламина 
в 1 мМ реактиве Эллмана и 1,2 мл воды. Смесь пропу-
скали через 40 мг DEAE-целлюлозы, сорбент промыва-
ли 2 мл воды и элюцию проводили 0,4 мл 50 мМ HCl. Ана-
лиз проводили на хроматографе Acquity H-class (Waters, 
США) при длине волны поглощения 330 нм на колонке 
Poroshell 120 SB-C18 (Agilent, США) размером 150×2 мм 
с зернением 2,8 мкм. Объем инъекции образца – 10 мкл, 
скорость потока элюента – 0,2 мл/мин. Элюцию осущест-
вляли градиентом ацетонитрила от 2,5 до 10% за 5 мин 
в присутствии 0,1 М ацетата аммония с 0,15 М HCOOH.

Конечной точкой исследования являлся летальный 
исход от всех причин. Длительность наблюдения соста-
вила 3 года. Статистический анализ включал построение 
кривых выживаемости Каплана-Мейера, определение чув-
ствительности и специфичности с помощью ROC-анали-
за. Для оценки прогностической значимости соотношения 
восстановленных и общих форм аминотиолов в отноше-
нии развития летального исхода проводился многофак-
торный регрессионный анализ Кокса с учетом известных 
факторов риска прогрессирования ХБП.

Результаты

В течение периода наблюдения зарегистрирова-
но 23 летальных исхода. Доля мужчин в последней груп-
пе была значительно выше, чем в группе выживших па-
циентов. Кроме того, пациенты с летальным исходом ха-
рактеризовались существенно более высоким уровнем 
общего цистеина, гомоцистеина, меньшим содержанием 
их восстановленных форм и, как следствие, существен-
но меньшим РС по сравнению с выжившими пациентами 
(табл. 1). Частота встречаемости таких негативных факто-
ров как наличие сахарного диабета, артериальной гипер-
тензии и ИБС значимых отличий в этих группах не имела.

ROC-анализ показал (табл. 2), что исследованные 
показатели характеризуются довольно высокой и близ-
кой прогностической значимостью в отношении леталь-
ного исхода.

Анализ Каплана‒Майера показал, что пациенты с низ-
ким РС цистеина (<1%), гомоцистеина (<6%), восстанов-
ленными формами цистеина (<4,49 мкМ) и гомоцистеина 
(< 2,23 мкМ), а также высокими уровнями общего цистеи-
на (>399,5 мкМ) и гомоцистеина (> 38,5 мкМ) имели зна-
чительно более низкую выживаемость (p<0,01 для обоих 
сравнений). Для примера на рис. 1 приведена соответству-
ющая функция выживания для РС аминотиолов.

К СОДЕРЖАНИЮ



28

Оригинальные исследованияПатологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.25-31

Таблица 1/Table 1
Сравнительная характеристика пациентов*
Comparative characteristics of patients*

Показатель / Indicator Вся когорта /
The whole cohort

Выжившие / 
Survived

Умершие /
The dead

P Мана-Уитни /  
P Manna-Whitney

Число пациентов / Number of patients 47 24 23

Пол, муж. % / Gender, male. % 66 45,8 87 0,008**

Возраст, лет / Age, years 61,9 (39 – 78) 60 (39 – 72) 64 (54 – 78) > 0,05

Длит. диализа, мес / Duration of dialysis, months 39,7 (12 – 63) 47,3 (38 – 55) 31,3 (12 – 63) 10-3

Kt / V 2,3 (2,2 – 2,4) 2,3 (2,2 – 2,4) 2,3 (2,2 – 2,4) > 0,05

Общий цистеин, мкМ / Total cysteine, microns 422 (207 – 511) 371 (207 – 503) 475 (356 – 511) 10-3

Общий гомоцистеин, мкМ / Total homocysteine, 
microns

42 (22 – 57) 36,9 (22 – 56) 47,6 (36 – 57) 10-3

Восст. цистеин, мкМ / Reduced cysteine, microns 4,26 (2,5 – 7,3) 5,36 (2,5 – 7,3) 3,11 (2,5 – 5,11) 10-3

Восст. гомоцистеин, мкМ / Reduced homocysteine, 
microns

2,29 (1,6 – 3,62) 2,7 (1,7 – 3,62) 1,87 (1,6 – 2,2) 10-3

РС цистеин, % / redox status of cysteine, % 1,12 (0,51– 2,83) 1,56 (0,51 –2,83) 0,67 (0,51–1,26) 10-3

РС гомоцистеин, % / Redox status of homocysteine, % 6,02 (2,821 –14,18) 7,96 (3,24 –14,18) 3,98 (2,81 –5,12) 10-3

Сах. Диабет, % / Diabetes mellitus, % 59,6 66,7 52,1 > 0,05*

ИБС, % / Coronary heart disease, % 74,5 66,7 82,6 > 0,05*

АГ, % /Arterial hypertension % 74,5 79,2 69,6 > 0,05*

Примечание. * данные приведены в виде медианы (1-й квартиль – 3-й квартиль),
** Критерий χ-квадрат.
Note.* the data is given as the median (1-st quartile – 3-rd quartile), ** χ-square criterion.

Таблица 2/Table 2
Показатели ROC-анализа аминотиолов в отношении летального исхода
Indicators of ROC analysis of aminothiols in relation to death

Аналит / Analyte AUC * Пороговый уровень / 
Threshold level

Чувствительность / 
sensitivity

Специфичность / 
specificity

Общий цистеин / General cysteine 0,874 > 399,5 мкМ 0,957 0,75

Общий гомоцистеин / Total homocysteine 0,833 > 38,5 мкМ 0,957 0,625

Восст. цистеин / Reconstituted cysteine 0,874 < 4,49 мкМ 0,957 0,792

Восст. гомоцистеин / Reconstituted 
homocysteine

0,833 < 2,32 мкМ 1,0 0,75

РС цистеин /
Redox status of сysteine

0,870 < 1 % 0,91 0,79

РС гомоцистеин / Redox status of homo-
cysteine

0,874 < 6 % 1,0 0,75

Примечание. * площадь под кривой.
Note. * the area under the curve.

Используя полученные выше пороговые значения 
аминотиолов, мы выявили, что пациенты с высоким их 
общим содержанием, низким уровнем восстановленных 
форм и РС имеют значительно более высокий риск ле-
тального исхода (табл. 3).

Обсуждение

Более высокая доля мужчин среди умерших пациен-
тов подчеркивает известную уязвимость мужского по-
ла при терминальной почечной недостаточности. Были 
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Рис. 1. РС цистеина, гомоцистеина и функции выживания пациентов с ХБП.
Fig. 1. RS cysteine, homocysteine, and survival functions in patients with CKD.

выявлены существенные различия между выжившими 
и умершими пациентами, находящимися на гемодиали-
зе, указывая на потенциальную роль низкомолекулярных 
аминотиолов в прогнозировании исхода. В частности, об-
ращает на себя внимание выраженная связь между полом, 
длительностью диализа, уровнями общего цистеина, об-
щего гомоцистеина, восстановленного цистеина, восста-
новленного гомоцистеина, РС цистеина и РС гомоцисте-
ина с выживаемостью. Меньшая длительность диализа 
у умерших, вероятно, отражает более быстрое прогрес-
сирование заболевания и, возможно, недостаточную эф-
фективность проводимой терапии. Важно отметить, что 
значимые различия в уровнях аминотиолов между груп-
пами могут указывать на их участие в патогенезе ослож-
нений, приводящих к летальному исходу.

Результаты нашего исследования согласуются с пре-
дыдущими работами, в которых было выявлено, что ги-
пергомоцистеинемия является характерной для прогрес-
сирующей почечной недостаточности [12]. Повышение 
плазменного пула гомоцистеина ввиду его недостаточной 
утилизации почками ведет к возрастанию его концентрации 
в клетках и активации ферментов транссульфурирования, 
превращающих гомоцистеин в цистеин. Это вносит свой 
вклад в возрастание уровня последнего в плазме крови. На-
рушение метаболизма гомоцистеина выражается не только 
в подъеме его общего содержания, но и отражается на ти-
ол-дисульфидном балансе аминотиолов. Так, в норме РС 
гомоцистеина составляет 1‒2%, в то время как РС цистеи-
на около 5% [13]. Однако высокое содержание гомоцисте-
ина в клетках, который находится там преимущественно 
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в восстановленной форме, создает настолько высокий уро-
вень его транспорта в плазму крови, что термодинамиче-
ское равновесие между ним и другими тиолами не дости-
гается и РС гомоцистеина остается существенно выше, чем 
РС цистеина, хотя в норме, напротив, цистеин имеет более 
высокий РС, поскольку pK его сульфогруппы меньше, чем 
у гомоцистеина [14]. Если в норме содержание восстанов-
ленного гомоцистеина составляет 0,1‒0,2 мкМ, то у паци-
ентов на диализе этот показатель был в 10‒30 раз выше.

Данные результаты свидетельствуют о том, что 
не только общее содержание цистеина и гомоцистеина, 
но и нарушение окислительно-восстановительного ба-
ланса, отраженное в их сниженном РС, является незави-
симым фактором риска летального исхода у больных, по-
лучающих заместительную терапию.

Окислительный стресс, ассоциированный с уремией, 
способствует окислению аминотиолов, снижая их антиок-
сидантную активность и ухудшая защиту от свободнора-
дикального повреждения. Пониженное содержание вос-
становленных форм цистеина и гомоцистеина может не-
гативно влиять на функцию эндотелия, способствовать 
прогрессированию атеросклероза и повышать риск сер-
дечно-сосудистых осложнений, что, в свою очередь, уве-
личивает риск летального исхода. Полученные данные 
согласуются с результатами предыдущих исследований, 
демонстрирующих связь между окислительным стрес-
сом и повышенной смертностью у больных с ХБП. В ра-
ботах R.T. Pinzon, B.M. Wijaya было показано, что по-
вышенные уровни гомоцистеина, в частности, связаны 

с повышенным риском сердечно-сосудистых заболева-
ний и смертности среди пациентов на диализе [15]. Од-
нако наше исследование впервые демонстрирует прогно-
стическую значимость соотношения общих и восстанов-
ленных форм аминотиолов, что может отражать более 
комплексную картину окислительно-восстановительно-
го статуса организма.

Выводы

Общее содержание, восстановленные формы и РС ци-
стеина и гомоцистеина являются независимым предикто-
ром летального исхода у больных, находящихся на гемо-
диализе. Оценка соотношения общих и восстановленных 
форм аминотиолов может быть полезна для стратифи-
кации риска и разработки стратегий персонализирован-
ной терапии, направленных на снижение окислительного 
стресса и улучшение прогноза у данной категории паци-
ентов. Необходимы дальнейшие исследования для оценки 
эффективности антиоксидантной терапии и других вмеша-
тельств, направленных на коррекцию окислительно-вос-
становительного баланса у больных на гемодиализе.
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Таблица 3/Table 3
Редокс-статус цистеина и гомоцистеина у больных с терминальной почечной недостаточностью
Redox status of cysteine and homocysteine in patients with terminal renal insufficiency

Показатель / Indicator Выжил / Survived Лет.исход / Fatal outcome Всего / In total RR* / RR* p

Общ. цистеин / General cysteine ≤400 18 1 19 4,421 <10-3

>400 6 22 28

Общ. гомоцистеин / General homocysteine ≤39 15 1 16 3,229 <10-3

>39 9 22 31

Восст. цистеин / Reconstituted cysteine ≥4 19 2 21 4,705 <10-3

<4 5 21 26

Восст. гомоцистеин / Reconstituted 
homocysteine

≥2,1 19 5 24 3,642 <10-3

<2,1 5 18 23

РС цистеин /
RS of cysteine

≥0,01 19 2 21 4,705 <10-3

>0,01 5 21 26

РС гомоцистеин /
RS of homocysteine

≥0,06 18 0 18 4,833 <10-3

<0,06 6 23 29

Примечание. * Относительный риск.
Note. * Relative risk.
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Киреева А.В.1, Коленчукова О.А.2,4, Бирюкова Е.А.2, Столяр С.В.1,3

Морфологические и морфометрические характеристики печени при воздействии 
наночастиц ферригидрита

1 ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской академии 
наук», 660036, Красноярск, Россия, Академгородок, д. 50/12, корпус 2;

2 ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской академии 
наук», обособленное подразделение «НИИ медицинских проблем Севера», 660022, Красноярск, Россия, ул. Партизана 
Железняка, д. 3-г;

3 ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет», 660041, Красноярск, Россия, просп. Свободный, д. 79;
4 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный аграрный университет», 660049, Красноярск, Россия, пр. Мира, д. 90

Введение. Наночастицы ферригидрита являются перспективными объектами для использования в различных 
биомедицинских целях. Однако, применение наночастиц ферригидрита (НЧФ) связано с вопросами их биобе-
зопасности. Печень – один из критически важных органов, подверженных воздействию наноматериалов. Она 
играет центральную роль в метаболизме и детоксикации, и её повреждение может привести к серьёзным небла-
гоприятным последствиям. Поэтому исследование воздействия НЧФ на печень является актуальной и важной 
задачей. Цель исследования – изучение влияния НЧФ на морфологическую структуру печени в зависимости 
от способа их синтеза после перорального введения.
Методика. Эксперимент проводился на 3-х группах лабораторных мышей (самцы, n=55): 1-я группа – контроль-
ная (n=15), получала корм без добавок; 2-я группа (n=20) – опытная, получала корм с добавлением синтетиче-
ских НЧФ; 3-я группа (n=20) – опытная, получала корм с добавлением биогенных НЧФ. Кормосмесь для опыт-
ных групп подготавливали в лабораторном смесителе СЛ-12пнд. Забор биологического материала осущест-
вляли на 1-е, 22-е и 36-е сутки эксперимента. Образцы печени подготавливали по стандартным гистологическим 
методикам. Окрашивание срезов производили гематоксилином и эозином и по Перлсу (для выявления наноча-
стиц железа). Морфометрический анализ гистологических препаратов выполнялся в программе «ВидеоТесТ – 
Морфология 7.0». Значимость различий между независимыми выборками оценивали с помощью U-критерия 
Манна– Уитни. Значимость различий между зависимыми выборками оценивали с помощью Т-критерия Вил-
коксона. Различия считали значимыми от p<0,05.
Результаты. Показано, что введение с кормом НЧФ приводит к статистически значимым изменениям морфо-
метрических показателей печени. В опытных группах отмечалось достоверное увеличение диаметра междоль-
ковых вен, на фоне снижения диаметра центральных вен, и выраженное увеличение в обеих группах доли безъ-
ядерных гепатоцитов. Так же в печеночной ткани выявлялись воспалительные признаки с различной интенсив-
ностью патологических процессов, что приводило к нарушению компенсаторных возможностей органа.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о негативном влиянии на печень НЧФ (как синтетиче-
ского, так и биогенного происхождения), проявляющемся в виде некробиотических изменений паренхимы печени.

Ключевые слова: печень мыши; наночастицы ферригидрита; пероральное введение; морфометрические 
показатели; гистологическое исследование
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Introduction. Ferrihydrite nanoparticles (FNPs) are promising for various biomedical applications. However, the use of 
FNPs is associated with biosafety issues. The liver is one of the critically important organs exposed to nanomaterials. It 
plays a central role in metabolism and detoxification, and its damage can lead to serious adverse consequences. There-
fore, studying effects of FNPs on the liver is a relevant and important task. The aim of the study was to evaluate the 
effect of FNPs on the liver morphological structure after oral administration, depending on the method of FNP synthesis.
Methods. The experiment was performed on 3 groups of laboratory mice (males, n=55): group 1 (n=15), control that 
was fed food not supplemented with FNPs; group 2 (n=20), experimental group, was fed food supplemented with syn-
thetic FNPs; group 3 (n=20), experimental group, was fed food supplemented with biogenic FNPs. The feed mixture for 
the experimental groups was prepared in a laboratory mixer SL-12pnd. Biological material was sampled on days 1, 22, 
and 36 of the experiment. Liver samples were prepared according to standard histological methods and stained with 
hematoxylin-eosin, and with Perls Prussian blue to detect iron nanoparticles. The morphometric analysis of liver tissue 
was performed using the ViodeoTesT-Morphology 7.0 software. The significance of cross-sample differences (p) was 
assessed using the Mann−Whitney U-test. The significance of differences between dependent samples was assessed 
using the Wilcoxon T-test. Differences were considered statistically significant at p<0.05.
Results. The administration of FNPs with food leads to statistically significant changes in the morphometric parame-
ters of the liver. In experimental groups 2 and 3, the diameter of the interlobular veins was significantly increased, which 
was associated with a decrease in the central vein diameter. The proportion of non-nuclear hepatocytes was markedly 
increased in both groups. Also, the liver tissue showed inflammation signs with varying intensity of pathological pro-
cesses resulting in the impairment of the liver compensatory capabilities.
Conclusion. The study showed a negative effect of FNPs (both synthetic and biogenic) on the liver manifested in the 
form of necrobiotic changes in the liver parenchyma.

Keywords: mouse liver; ferrihydrite nanoparticles; oral administration; morphometric parameters; histological 
examination
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Введение

В последние десятилетия, с помощью нанотехноло-
гий были разработаны различные типы частиц наноме-
трового диапазона, которые активно изучаются в разных 
направлениях биомедицины [1]. Большое внимание сре-
ди неорганических наноматериалов занимают магнитные 
наночастицы, из которых хорошо изучены частицы окси-
да железа [2, 3]. Как правило, при лабораторном синтезе 
наночастиц железа у них отсутствует какое-либо покры-
тие, и при попадании в организм данные частицы склон-
ны к агрегации [4]. Инкапсуляция наночастиц в различные 
биосовместимые оболочки может улучшить их коллоид-
ную стабильность и, соответственно, эффективность вза-
имодействия с клетками [5]. В процессе культивирования 
бактерия вида Klebsiella oxytoca может продуцировать эк-
зополисахарид, который инициирует восстановление ио-
нов металлов и образование высокостабильных инкапсу-
лированных наночастиц оксида железа [6], представляю-
щих ферригидрит, размером 2‒7 нм [7].

Благодаря своим свойствам и размерам, наночастицы 
могут легко проникать в клетки, и перемещаться по тка-
ням и органам. Однако эта способность может вызывать 
и различные неблагоприятные токсические эффекты [8, 9]. 
Многие исследования на животных показали, что печень 
способна накапливать в себе наночастицы оксида железа, 
но на текущий момент, полного представления об их вли-
янии на данный орган не сформировано [10, 11].

В связи с этим, целью данного исследования являет-
ся изучение влияния синтетических и биогенных наноча-
стиц ферригидрита на морфометрическую и морфологи-
ческую структуру печени лабораторных мышей при пе-
роральном введении.

Методика

Исследование проведено на мышах-самцах аутбред-
ной популяции ICR, массой 22‒24 г, в возрасте 3 мес, по-
лученных в питомнике Государственного научного центра 
вирусологии и биотехнологии «Вектор». Животных содер-
жали в стандартных условиях вивария. Работу с животны-
ми проводили в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных животных», 
принципами Европейской конвенции (г. Страсбург, 1986 г.) 
и Хельсинкской декларации Всемирной медицинской ас-
социации о гуманном обращении с животными, 2008 г. 
Протокол исследования одобрен этическим комитетом 
(Протокол № 10 от 12.10.2020 ЛЭК ФИЦ КНЦ СО РАН).

В эксперименте было задействовано 55 мышей, раз-
деленных на 3 группы. 1 группа – интактные животные 
(15 особей), получавшие стандартное кормление в коли-
честве 16 гр. корма «Дельта Фидс Р-22» на одну голову 

в сутки. Животным 2-й группы (20 особей) в корм добав-
ляли синтетические НЧФ. Животным 3-й группы (20 осо-
бей) в корм добавляли биогенные НЧФ. Корм «Дельта 
Фидс» предварительно перемешивали с использованием 
устройства ES-8300 (Экохим, Россия), далее к корму объ-
емом 10 кг добавляли 500 мг сухого золя НЧФ из расчё-
та 25 мг/кг на одно животное. Кормовая смесь повторно пе-
ремешивалась в лабораторном смесителе СЛ-12пнд (ООО 
«ЗЕРНОТЕХНИКА», Россия). Для раздачи корма исполь-
зовался мерный стакан. Доступ к воде и пище был свобод-
ным. Длительность эксперимента составила 36 суток. Кор-
мовую смесь начинали давать с первого дня эксперимента.

Забор образцов для анализа осуществляли в 1-е сут-
ки эксперимента до начала кормления (интактные особи, 
n=5); далее, после введения прикорма на 22-е (интактные 
особи, n=5; экспериментальные особи, входящие во 2-ю 
группу, n=10; экспериментальные особи входящие в 3-ю 
группу, n=10) и на 36-е сутки (интактные особи, n=5; экс-
периментальные особи, входящие во 2-ю группу, n=10; 
экспериментальные особи, входящие в 3-ю группу, n=10).

Образцы синтетического ферригидрита размером 
~ 2,5 нм были получены гидролизом нитрата железа (III) 
[12]. В ходе реакции образовывался темно-коричневый 
осадок из наночастиц ферригидрита (НЧФ), который впо-
следствии промывали деионизированной водой и сушили 
при комнатной температуре.

Образцы биогенного ферригидрита были получены 
в процессе культивации бактерий Klebsiella oxytoca [13]. 
Используемые микроорганизмы были выделены из сапро-
пеля озера Боровое (Красноярский край). Бактерии выра-
щивали в среде Лавли на цитрате железа. Для выделения 
ферригидрита бактериальную биомассу центрифугирова-
ли, затем супернатант обрабатывали ультразвуком, про-
мывали дистиллированной водой и 2%-ным раствором 
NaOH до достижения рН надосадочной жидкости значе-
ния равного 8. Таким образом, был получен золь биоген-
ных НЧФ, который впоследствии был высушен при ком-
натной температуре.

Размер наночастиц ферригидрита, определённый с по-
мощью Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., Малверн, 
Великобритания) в Красноярском научном центре СО 
РАН, составлял 2‒3 нм. Изучение ИК-спектров биоген-
ных наночастиц с помощью Фурье-спектрометра Bruker 
Vertex 80V (Bruker Elemental GmbH, Германия) показа-
ло, что наночастицы биогенного ферригидрита встроены 
в железосвязывающие экзополисахариды.

Забор биологического материала печени проводили 
на 1-е, 22-е и 36-е сутки. Образцы печени фиксировали в за-
буференном 10%-ном формалине HistoSafe (Biovitrum, Рос-
сия), затем обрабатывали для обезвоживания на автоматиче-
ском тканевом процессоре (Thermo Scientific STP 120, Гер-
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мания). Исследуемую ткань помещали в парафиновые 
блоки с помощью станции заливки (ESD-2800, Россия). 
Серийные срезы исследуемой ткани толщиной 3 мкм де-
лали с помощью микротома (HM 340E, HistoStar Thermo 
Scientific, Германия). Окрашивание срезов печени гематок-
силином Майера (Biovitrum, Россия) и эозином (Biovitrum, 
Россия) выполняли на станции автоматической фиксации 
и окрашивания мазков (АФОМК-16‒26 ПРО, Россия). С це-
лью идентификации в тканях ионов Fe3+, которые входят 
в состав НЧФ, использовали гистохимическую реакцию 
с ферроцианидом калия (Biovitrum, Россия) по методу Пер-
лса. Микропрепараты анализировали в проходящем свете 
на микроскопе Axiolab 5 (Carl Zeiss, Германия) с фотосъем-
кой с помощью цифровой фотокамеры Axiocam 208 color 
(Carl Zeiss, Германия). Производили микрофотосъёмку слу-
чайных полей зрения гистологических препаратов печени 
всех групп при увеличении ×100 и ×400 (не менее 10 по-
лей зрения в каждом гистологическом срезе). Подсчёт ге-
патоцитов проводили на 100 клетках в 10 полях зрения 
при ×100. Для морфометрического анализа препаратов 
печени использовали программное обеспечение «Анализ 
изображений «ВиодеоТесТ-Морфология 7.0» (ВидеоТесТ, 
Санкт-Петербург). Учитывая, что проводились измерения 
объектов, аппаратно-программный комплекс был откали-
брован с использованием объект-микрометра ОМП (выпу-
щенного по ГОСТ 7513‒55 и прошедшего поверку по ме-
тодике Государственной системы обеспечения единства из-
мерений ГСИ).

В срезе печени определяли следующие морфоме-
трические параметры: 1) диаметр печёночных трабекул 
(мкм); 2) диаметр синусоидных капилляров (мкм); 3) ди-
аметр центральных вен (мкм); 4) диаметр междольковых 
вен (мкм); 5) диаметр желчного протока (мкм); 6) пло-
щадь гепатоцитов (мкм2); 7) площадь ядра (мкм2); 8) пло-
щадь цитоплазмы гепатоцитов (мкм2); 9) процентное ко-
личество одноядерных гепатоцитов (%); 10) процентное 
количество двуядерных гепатоцитов (%); 11) процентное 
количество безъядерных гепатоцитов (%).

База данных формировалась при помощи программы 
Microsoft Excel (Microsoft, США). Достоверность разли-
чий (р) оценивали между показателями зависимых и не-
зависимых выборок с помощью программы Statistica 10.0. 
Описание выборки производили с учётом нормального 
распределения с помощью подсчёта среднего результа-
та (M) и ошибки среднего (m). Соответствие распределе-
ния нормальному оценивали с помощью критерия Ша-
пиро-Уилка. Значимость различий между независимыми 
выборками оценивали с помощью U-критерия Манна-У-
итни. Значимость различий между зависимыми выборка-
ми оценивали с помощью Т-критерия Вилкоксона. Разли-
чия считали значимыми при p<0,05.

Результаты

Полученные данные морфометрических структур-
ных компонентов печени представлены в таблице 1. В пе-
чени животных 2-й и 3-й групп, при сравнении с груп-
пой контроля, на 22-е сутки ширина трабекул была боль-
ше в 1,2 (p<0,05) и 1,3 (р<0,001) раза соответственно  
(табл. 1). Синусоиды 2-й группы на 22-е сутки были уве-
личены в 2,6 (р<0,001) и 1,3 (р<0,05) раза относительно 
контроля и 3-й группы. Сосуды гемомикроциркулярного 
русла печени, а именно междольковые вены, имели раз-
личный диаметр: у 2-й группы они были увеличены в 1,3 
раза (p<0,05), у 3-й в 1,4 раза (р<0,05) относительно кон-
троля. Среди экспериментальных групп, наибольший ди-
аметр центральных вен был у 2-й группы (р<0,05), у 3-й 
– наименьший (р<0,001) относительно 1 суток и группы 
контроля. Также выявлено, что диаметр желчных про-
токов на 22-е сутки увеличен в 3-й группе в 3,2 (p<0,05) 
раза относительно контроля и 1,6 раза (p<0,001) относи-
тельно 2-й группы.

На 36-е сутки у 3-й группы, по сравнению с кон-
тролем, отмечалось увеличение ширины трабекул в 1,5 
(p<0,001) раза. Во 2-й и 3-й группах относительно кон-
троля так же выявлялось увеличение диаметра синусоидов 
в 1,7 (p<0,001) и 1,9 (p<0,001) раз соответственно. В 3-й 
группе снизился диаметр центральных вен (p<0,05) от-
носительно контроля. Диаметр желчных протоков во 2-й 
и 3-й группах был достоверно увеличен относительно кон-
троля в 2,4 (p<0,05) и 3,5 (p<0,001) раза.

На 22-е сутки в обеих опытных группах отмечалось 
умеренное венозное полнокровие сосудов, рыхлые стен-
ки кровеносных сосудов и набухший эндотелий сосудов. 
Балочное строение печени нарушено. Гепатоциты с при-
знаками некробиотических изменений, где отмечалось 
разрушение клеточной мембраны (периферический цито-
лиз) – что свидетельствует о некрозе клеток (рис. 1, a/a). 
В синусоидах отмечали лейкостазы, увеличенные клетки 
Купфера. В крупных портальных трактах отмечали лим-
фогистиоцитарную инфильтрацию. В мелких порталь-
ных трактах – точечные очаги некроза (рис., 1 в/c). Ре-
акция по Перлсу положительная, при этом отмечаются 
единичные макрофаги, имеющие Перлс-позитивные гра-
нулы в цитоплазме (рис. 1, б/b). В 3-й группе, где живот-
ные получали биогенные НЧФ, отмечались множествен-
ные макрофаги, имеющие Перлс-позитивные гранулы 
в цитоплазме, распространяющиеся по паренхиме пече-
ни (рис., 1 г/d). В синусоидах отмечается содержание кле-
точного детрита, клеток крови и увеличение клеток Куп-
фера, как в количестве, так и в размерах. В перипорталь-
ной зоне преобладали гепатоциты небольших размеров 
и двуядерные клетки.
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Таблица 1/Table 1
Морфометрические параметры печени мышей при добавлении в корм железосодержащих наночастиц ферригидрита синтети-
ческого и биогенного происхождения, М ± m
Morphometric parameters of the mouse liver after fodder supplementation with synthetic and biogenic ferrihydrite nanoparticles, M ± m

Параметр
Parameter

1 группа (контроль)
Group 1 (control)

2 группа (синтетические НЧФ)
 Group 2 (synthetic FNPs)

3 группа (биогенные НЧФ) 
Group 3 (biogenic FNPs)

1-е сутки 
1 day
(n=5)

22-е сутки  
22  days
(n=5)

36-е сутки  
 36 days
(n=5)

22-е сутки  
 22 days
(n=10)

36-е сутки  
36 days
(n=10)

22-е сутки  
 22 days
(n=10)

36-е сутки  
36 days
(n=10)

Ширина трабекул, мкм / 
Width of trabeculae, μm 12,4±1,2 14,1±1,5 15,6±1,9 16,4±2,8*1, *22 20,3±6 ,1*1 18,0±1,0*1, *22 23,6±3,2*36

Диаметр синусоиды, 
мкм / Diameter of the 
sinusoids, μm

4,4±0,8 2,5±0,5 3,5±0,6 6,4±1,0*1, *22 6,1±0,7*1, *36 5,1±1,5*22, #22 6,7±1,5*36

Диаметр центральной 
вены, мкм / Diameter of 
the central vein, μm

74,8±14,1 70,3±21,0 62,4±18,1 62,3±23,4*1 55,8±17,7*1 60,9±16,6*1 62,5± 12,7*1, *36

Диаметр междольковых
вен, мкм / Diameter of the 
interlobular veins, μm

42,4±14,0 44,0±18,0 43,0±18,1 56,5±18,1*22 62,2±20,3 59,5±20,6*22 60,8±18,0#22

Диаметр желчных 
 протоков, мкм / Diameter 
of the bile ducts, μm

6,8 ±1 ,3 5,1±3,6 5,7±2,4 10,4±3,3 13,4±3,6*1, *36 16,5±2,4*22, #22 19,7±4,5*36, #36

Примечание. Значимость различий по сравнению с показателями группы контроля: *1 (p<0,05) на 1-е сут эксперимента, *22 (p<0,05) на 22-е сутки 
эксперимента, *36(p<0,05) на 36 сутки эксперимента; Значимость различий по сравнению с показателями 2-й группы: #22(p<0,05) на 22-е сутки экс-
перимента, #36(p<0,05) на 36-е сутки эксперимента; n – число животных; НЧФ – наночастицы ферригидрита.
Note. The significance of the differences compared with the indicators of the control group: *1(p<0.05) on the 1st day of the experiment, *22(p<0.05) on 
the 22nd day of the experiment, *36(p<0.05) on the 36th day of the experiment; The significance of the differences compared with the indicators of the 2nd group: 
#22(p<0.05) on the 22nd day of the experiment, #36(p<0.05) on the 36th day of the experiment; n – the number of animals; FNPs – ferrihydrite nanoparticles.

При морфологическом исследовании печени на 36-е 
сутки эксперимента у животных в обеих группах отмеча-
лось венозное полнокровие и нарушение балочного стро-
ения (рис. 2, a/a). В синусоидах отмечается содержание 
клеточного детрита, клеток крови и увеличение клеток 
Купфера, как в количестве, так и в размерах (рис. 2, б/b). 
В перипортальной зоне преобладали гепатоциты неболь-
ших размеров и двуядерные. Чем дальше от перипор-
тальной зоны и ближе к центрилобулярной зоне отмеча-
лись неравномерно выраженные очаги некробиотически 
изменённых гепатоцитов в виде зернистой и гидропиче-
ской дистрофии, так клетки увеличивались в объёме, ци-
топлазма была заполнена вакуолями, содержащими про-
зрачную жидкость, ядра смещались на периферию, гра-
ницы цитоплазмы клеток стирались (рис. 2, г/d). Вокруг 
портальных трактов отмечалась лимфогистиоцитарная 
инфильтрация (рис. 2, a/a; в/c).

Реакция по Перлсу положительная в обеих эксперимен-
тальных группах (рис. 2, д/e;  е/f). При этом во 2-й группе 
отмечалось скопление вокруг центральных вен множества 
макрофагов, нагруженных Перлс-позитивными гранулами. 
В 3-й группе, по сравнению со 2-й отмечались выраженные 

некробиотические изменения паренхимы печени: наруше-
ние гистоархитектоники ткани, полнокровие сосудов пе-
чени. Портальные тракты с признаками деструкции: стен-
ки артерий и вен утолщены, эндотелий сосудов набухший, 
рыхлый. Вокруг портальных трактов мелкие очаги некро-
за. Гепатоциты с признаками гидропической дистрофии.

Морфометрические показатели по фракционно-
му составу гепатоцитов печени приведены в таблице 2.  
На 22-е сутки во 2-й и 3-й группах наблюдалось увели-
чение общей площади гепатоцитов в 1,4 (р<0,001) и 1,3 
(р<0,05) раза относительно контроля. Площадь ядер и ци-
топлазмы гепатоцитов во 2-й группе увеличилась относи-
тельно контроля в 1,4 раза (р<0,05). При количественной 
оценке одноядерных, двуядерных и некротизированных 
гепатоцитов выявлено, что на 22-е сутки относительно 
контроля, доля одноядерных клеток во 2-й группе снижа-
лась на 13% (р<0,001), количество двуядерных клеток сни-
жалось на 12% (p<0,05) во 2-й группе и на 11% (р<0,001) 
в 3-й группе, доля некротизированных гепатоцитов уве-
личилась на 22% (р<0,001) во 2-й и на 13% (р<0,001) в 3-й 
группе. В 3-й группе, относительно 2-й, доля одноядер-
ных гепатоцитов увеличилась на 7% (р<0,05).
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На 36-е сутки в 3-й группе, относительно контроля 
и 2-й группы, площадь гепатоцитов увеличивалась в 1,7 
(p<0,001) и 1,4 (p<0,05) раза, площадь ядер гепатоцитов 
также возрастала в 1,7 (p<0,05) и 1,3 (p<0,05), площадь 
цитоплазмы увеличивалась в 2,1 (p<0,001) и в 1,4 (p<0,05) 
раза. Доля некротизированных гепатоцитов была повыше-
на на 19% (p<0,001) относительно контроля.

Обсуждение

В результате исследования в печени животных 2-й 
группы, получавших с кормом синтетические НЧФ, на 22-
е сут наблюдались гемодинамические нарушения: ги-
перемия центральных и междольковых вен, изменение 
структуры стенок кровеносных сосудов, расширение си-
нусоидных капилляров и наличие в них лейкостазов. Ин-
фильтрацию гистиоцитами, лейкоцитами, лимфоцитами 
и плазматическими клетками можно рассматривать как 
реализацию защитных клеточных механизмов организма. 
Результаты исследования фракционного состава морфоло-
гических форм гепатоцитов показали увеличение процен-
та безъядерных клеток, снижение процента двуядерных 
и увеличение размера общей площади печеночной клет-
ки. Причиной выявленных изменений в органе, вероят-

но, является воспалительный процесс, возникающий при 
попадании наночастиц в кровоток. Наличие единичных 
макрофагов в паренхиме печени, имеющих Перлс-пози-
тивные гранулы в цитоплазме, объясняется накоплением 
гепатоцитами гемосидерина в результате нарушения ме-
таболизма ферритина, вызванного избыточным поступле-
нием синтетических НЧФ.

На 36-е сутки во 2-й группе выявлялось нарушение 
гистоархитектоники печёночной ткани: гемодинамиче-
ские нарушения и признаки гидропической дистрофии 
паренхимы. Скопление макрофагов, имеющих Перлс-по-
зитивные гранулы в цитоплазме вокруг центральных вен, 
позволяет говорить о накоплении НЧФ синтетического 
происхождения и их патологическом воздействии в виде 
нарушения структуры кровеносных сосудов, что приво-
дит к замедлению оттока крови из печени.

В печени животных 3-й группы, получавших перораль-
но вместе с кормом биогенные НЧФ, на 22-е сутки наблю-
дали такие же морфометрические изменения в органе, как 
у 2-й группы на 22-е сутки. При этом в паренхиме печени 
также отмечались множественные макрофаги, имеющие 
Перлс-позитивные гранулы в цитоплазме. Множественное 
накопление Перлс-позитивных макрофагов в печени жи-

Рис. 1. Гистологическая характеристика печени мышей на 22-е сутки. Окрашивание гематоксилин-эозином (a, в) и по Перлсу (б, г), 
×400. a (2-я группа) – гепатоциты с признаками некробиоза, анизоцитоз гепатоцитов, мелкий очаг некроза портального тракта, 
увеличенные клетки Купфера; б (2-я группа) – единичные Перлс-позитивные клетки (черная стрелка); в (3-я группа) – мелкие оча-
ги некроза вокруг портальных трактов, зернистая дистрофия гепатоцитов, увеличенные клетки Купфера; г (3-я группа) – множе-
ственные единичные Перл-позитивные клетки (черные стрелки).
Fig. 1. Histological characteristics of the liver of mice on day 22. Hematoxylin-eosin (a, c) and Perls staining (b, d), ×400. a (group 2) – 
hepatocytes with signs of necrobiosis, hepatocyte anisocytosis, small foci of portal tract necrosis, enlarged Kupffer cells; b (group 2) – single 
Perls-positive cells (black arrow); c (group 3) – small foci of necrosis around the portal tracts, cloudy degeneration of hepatocytes, enlarged 
Kupffer cells; d (group 3) – multiple single Pearl-positive cells (black arrows).
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вотных 3-й группы иллюстрирует динамику процесса по-
глощения НЧФ из сосудистого русла. При этом отмечают-
ся морфологические изменения в гепатоцитах, которые мо-
гут быть вызваны как непосредственным влиянием НЧФ на 
клетки, так и опосредованно – через активацию образова-
ния свободных радикалов (вследствие воздействия НЧФ), 
что приводит к нарушению метаболизма клеток [14, 15]. 

На 36-е сутки, в 3-й группе отмечались нарушения гисто-
архитектоники органа, характеризующиеся выраженны-
ми некробиотическими изменениями паренхимы печени. 
Результаты исследования фракционного состава морфоло-
гических форм гепатоцитов показали снижение процента 
двуядерных и одноядерных гепатоцитов, а также высокий 
процент безъядерных клеток одновременно с увеличени-

Рис. 2. Гистологическая характеристика печени мышей на 36-е сут. Окрашивание гематоксилин-эозином (а – г) и по Перлсу (д, е), 
×400. а (2 группа) – кровенаполнение венозных сосудов печени, лимфогистиоцитарная инфильтрация портальных трактов; б (2-я 
группа) – некробиотически измененные гепатоциты, анизоцитоз гепатоцитов, в синусоидах увеличенные клетки Купфера, клетки 
крови, клеточный детрит; в (3-я группа) – лимфогистиоцитарная инфильтрация вокруг портального тракта, гепатоциты с призна-
ками зернистой дистрофии, анизоцитоз гепатоцитов. В синусоидах увеличенные клетки Купфера, клетки крови; г (3-я группа) – 
кровенаполнение венозных сосудов, некробиотически измененные гепатоциты; д (2-я группа) – вокруг центральных вен отмеча-
ются множественные Перлс-положительные клетки (черные стрелки); е (3-я группа) – единичные Перлс-положительные клетки 
(черная стрелка).
Fig. 2. Histological characteristics of the liver of mice on day 36. Hematoxylin-eosin (a – d) and Perls (e, f) staining, ×400. a (group 2) – blood 
filling of the venous vessels of the liver, lymphohistiocytic infiltration of the portal tracts; b (group 2) – necrobiotic altered hepatocytes, 
hepatocyte anisocytosis, enlarged Kupffer cells in sinusoids, blood cells, cellular detritus; c (group 3) – lymphohistiocytic infiltration around 
the portal tract, hepatocytes with signs of cloudy degeneration, anisocytosis of hepatocytes. The sinusoids have enlarged Kupffer cells, blood 
cells; d (group 3) – blood filling of venous vessels, necrobiotically altered hepatocytes; e (group 2) – multiple Pearl-positive cells are noted 
around the central veins (black arrows); f (group 3) – single Pearl-positive cells (black arrow).
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ем общей площади клеток гепатоцитов. Увеличение общей 
площади клеток неповрежденных гепатоцитов за счет уве-
личения ядер и цитоплазмы позволяет говорить о полипло-
идии. Это указывает на процесс, направленный на улучше-
ние функции неповреждённых гепатоцитов. Полиплоидия 
позволяет в несколько раз увеличить экспрессию некото-
рых генов и тем самым усилить определенные метаболи-
ческие функции неповрежденных гепатоцитов [16]. На 36-
е сутки отмечались единичные макрофаги, имеющие Пер-
лс-позитивные гранулы в цитоплазме, в паренхиме печени. 
Это наблюдение отмечается и в других работах, где так же 
выявляется провоспалительный эффект с изменением ме-
таболизма в эндотелиальных клетках [17] и увеличением 
уровней аланин- и аспартатаминотрансфераз в плазме, что 
вызвано повреждением гепатоцитов [18].

Результаты, полученные в 3-й группе, свидетельству-
ют о том, что инкапсуляция НЧФ в полисахаридную обо-
лочку не позволяет избавиться от отмечающихся выра-
женных воспалительных признаков при его воздействии. 
Все это приводит к значительному снижению количества 
нормально функционирующих гепатоцитов. Нельзя ис-
ключать возможность утраты полисахаридной оболочки 

биогенных НЧФ, что повышает интенсивность протека-
ния свободнорадикальных реакций. Выявление в печени 
макрофагов, имеющих в цитоплазме Перлс-позитивные 
гранулы, доказывает вовлеченность органа в фармакоки-
нетику НЧФ.

Обнаруженное нами увеличение диаметра желчных 
протоков может указывать как на выведение НЧФ из пе-
чени через желчные пути, так и на нарушение оттока жел-
чи и развитие гипертензии в желчевыводящих путях в ре-
зультате отека сфинктера Одди под влиянием НЧФ, со-
держащихся в пище.

Заключение

Таким образом, проведённые исследования показа-
ли, что используемые НЧФ синтетического и биогенного 
происхождения при многократном пероральном введении 
в организм приводят к паренхиматозным (с повреждением 
клеток) и стромально-сосудистым (повреждение стромы 
и стенок сосудов) нарушениям различной интенсивности 
в тканях печени. Наиболее выраженные патоморфологиче-
ские изменения в печени, наблюдались у животных, упо-
треблявших пищу с НЧФ биогенного способа получения.

Таблица 2/Table 2
Фракционный состав морфологических форм гепатоцитов у мышей при добавлении в корм железосодержащих наночастиц 
ферригидрита синтетического и биогенного происхождения, М ± m
Fractional content of morphological forms of hepatocytes of the mouse after fodder supplementation with synthetic and biogenic ferrihy-
drite nanoparticles, M ± m

Параметр
Parameter

1 группа (контроль)
Group 1 (control)

2 группа (синтетические НЧФ) 
Group 2 (synthetic FNPs)

3 группа (биогенные НЧФ) 
Group 3 (biogenic FNPs)

1-е сутки
1 day
(n=5)

22-е сутки  
22 days
(n=5)

36-е сутки 
/36 days

(n=5)

2 2-е сутки 
22 days
(n=10)

36-е сутки 
36 days
(n=10)

22-е сутки 
22 days
(n=10)

36-е сутки 
36 days
(n=10)

Общая площадь клетки, мкм2 / 
Total area of the cell, μm2

266,0±32,0 333,3±51,0 369,2±62,3 453,9±48,8*22 446,6±140,8*1 421,1±40,2*22 618,0±79,0*36, #36

Площадь ядра, мкм2 / The area 
of  the nucleus, μm2

44,8±4,5 48,9±9,9 52,6±24,0 67,2±13,2*22 68,8±18,3*1 61,5±14,5*1 88,0±12,7*36, #36

Площадь цитоплазмы, мкм2 / 
Cytoplasm area, μm2

221,0±29,5 284,4±44,3 251,3±80,8 410,7±76,4*22 377,8±125,3*1 378,0±124,4*1 529,8±69,1*36, #36

Одноядерные гепатоциты, % / 
Mononucleated hepatocytes, % 43,7±8,0 44,9±5,0 45,5±13,9 31,8±2,4*22 38,5±2,4 39,5±4,7#22 35,7±4,7

Двуядерные Гепатоциты, % / 
Binucleated hepatocytes, % 20,1±6,3 22,7±6,2 25,8±27,2 11,1±6,5*22 14,8±5,5 11,3±4,8*22 10,6±3,6*1

Безъядер ные Гепатоциты, % / 
Non-nuclear hepatocytes, % 28,1±7,5 33,9±1,3 30,3±7,9 55,4±6,2*22 44,7±5,5*36 47,1±4,7*22, #22 48,9±9,0*36

Примечание. Значимость различий по сравнению с показателями группы контроля: *1 (p<0,05) на 1-е сут эксперимента, *22 (p<0,05) на 22-е сутки 
эксперимента, *36(p<0,05) на 36 сутки эксперимента; Значимость различий по сравнению с показателями 2-й группы: #22(p<0,05) на 22-е сут экспе-
римента, #36(p<0,05) на 36-е сут эксперимента; n – число животных; НЧФ – наночастицы ферригидрита.
Note. The significance of the differences compared with the indicators of the control group: *1(p<0.05) on the 1st day of the experiment, *22(p<0.05) on 
the 22nd day of the experiment, *36(p<0.05) on the 36th day of the experiment; The significance of the differences compared with the indicators of the 2nd group: 
#22(p<0.05) on the 22nd day of the experiment, #36(p<0.05) on the 36th day of the experiment; n – the number of animals; FNPs – ferrihydrite nanoparticles.
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Воробьева В.В.1, Левченкова О.С.2, Ленская К.В.1, Шабанов П.Д.3

Анализ зависимости эндогенного дыхания митохондрий миокарда от физических 
характеристик вибрации

1ФГБВОУ «Санкт-Петербургский государственный университет», 199034, Санкт-Петербург, Россия, Университетская 
набережная, д. 7-9;
2ФГБВОУ «Смоленский государственный медицинский университет», 214019, Смоленск, Россия, ул. Крупской, д. 28;
3ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», 197376, Санкт-Петербург, Россия, ул. Академика Павлова, д. 12

Введение. Статья посвящена решению задачи качественной и количественной оценки биоэнергетических пока-
зателей работы комплекса электрон-транспортной цепи (ЭТЦ) митохондрий миокарда экспериментальных 
животных на фоне воздействия вибрации. Цель исследования – анализ зависимости вибрационно-опосредо-
ванных перестроек некоторых показателей тканевого дыхания миокарда от физических характеристик вибра-
ции и обоснование роли биоэнергетической гипоксии в патофизиологических механизмах взаимодействия энер-
гетического обмена ткани и физического фактора.
Методика. Моделирование вибрационно-опосредованных нарушений миокарда у кроликов осуществляли с 
помощью промышленной установки УВ 70/200. Сеансы общей вибрации с амплитудой 0,5 мм и частотой 8 и 
44 Гц проводили ежедневно по 60 мин в утренние часы (с 9.00 до 11.00) в осенне-зимний период.
Изучение скорости эндогенного дыхания митохондрий в составе тканевого гомогената и его чувствительно-
сти к ингибиторам (амитал, малонат) осуществляли полярографическим методом с помощью закрытого кис-
лородного датчика гальванического типа (Кларка).
Результаты. Множественное сравнение кинетических показателей функционирования ЭТЦ выявило досто-
верный эффект действия вибрации с частотой 44 Гц на скорость окисления эндогенных субстратов мито-
хондрий сердца. При содержании белка в ячейке2,4 мг/мл (стандартное отклонение 0,4), скорость эндоген-
ного дыхания в [нг-атом·О мин-1 мг-1 белка] составляла 16,3 у контрольных животных с преобладанием ами-
талчувствительного дыхания; 25,9 с признаками доминирования малонатчувствительного дыхания после 
21 сеанса; 17,9 после 56 сеансов вибрации. Моделирование градаций метаболических состояний митохон-
дрий с помощью экзогенных субстратов окисления и разобщителя протонофора 2,4-ДНФ подтвердило пре-
имущественную активацию сукцинатзависимой энергетики миокарда в условиях пролонгации вибрацион-
ного воздействия.
Заключение. Проведенный анализ изменчивости скорости эндогенного дыхания митохондрий гомогената 
ткани миокарда показал, что именно взаимодействие нескольких варьируемых характеристик вибрации 
вносило наиболее весомый и значимый вклад в межгрупповую изменчивость скоростей окисления эндоген-
ных субстратов, выявляя признаки формирования биоэнергетической гипоксии и позволяя анализировать 
трансформацию энергии первичного физического явления в биологический эффект. Полученные биоэнер-
гетические показатели (Vэнд, чувствительность эндогенного дыхания к ингибиторам, соотношение малонат- 
и амиталчувствительности, Vяк и Vглу+мал , Vяк-ДНФ и Vглу+мал-ДНФ ), отражающие объем макроэргических фосфатов, 
доступность энергетических метаболитов, количественное соотношение дыхательных ферментов, осущест-
вляющих фосфорилирование АДФ, возможно использовать в качестве переменных величин в адекватных 
математических моделях.

Ключевые слова: вибрация; митохондрии; энергетический обмен сердца кролика; модель вибрационно-
опосредованной гипоксии; математическое моделирование работы электрон-транспортной цепи
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Vorobieva V.V.1, Levchenkova O.S.2, Lenskaya K.V.1, Shabanov P.D.3

Analysis of the dependence of myocardial mitochondria endogenous respiration  
on physical characteristics of vibration

1Saint Petersburg State University, 7-9 Universitetskaya Naberezhnaya, Saint Petersburg, 199034, Russian Federation;
2Smolensk State Medical University, 28 Krupskoy St., Smolensk, 214019, Russian Federation;
3Institute of Experimental Medicine, 12 Akademika Pavlova St., Saint Petersburg, 197376, Russian Federation

Introduction. The article addresses the problem of qualitative and quantitative assessment of the electron transport 
chain (ETC) bioenergetics of myocardial mitochondria in experimental animals exposed to vibration. The aim of the study 
was to analyze the dependence of vibration-mediated changes in some parameters of myocardial tissue respiration on 
vibration physical characteristics and to justify the role of bioenergetic hypoxia in pathophysiological mechanisms of 
the interaction of tissue energy metabolism and a physical factor.
Methods. The endogenous mitochondrial respiration rate and sensitivity to inhibitors (amytal, malonate) in tissue homo-
genate were studied by polarography using a closed galvanic oxygen sensor (Clark).
Results. Multiple comparison of the ETC kinetics revealed a significant effect of 44 Hz frequency vibration on the endo-
genous substrate oxidation rate in myocardial mitochondria. With a cell protein concentration of  2,4 mg/ml (standart 
deviation 0,4), the endogenous respiration rate in [ng-atom·O min-1 mg-1 protein] was 16.3 in control animals with pre-
dominating amytal-sensitive respiration; 25.9 with predominating malonate sensitive respiration after 21 sessions; and 
17.9 after 56 vibration sessions. Modeling of mitochondrial metabolic state gradations using exogenous oxidation sub-
strates and the 2,4-DNF protonophore disassembler confirmed the preferential activation of succinate-dependent myo-
cardial energetics under the conditions of prolonged vibration exposure.
Conclusion. The analysis of the endogenous respiration rate in myocardial homogenate mitochondria showed that spe-
cifically the interaction of several variable characteristics of vibration most significantly contributed to the intergroup 
variability of endogenous substrate oxidation rates. This interaction revealed signs of bioenergetic hypoxia and allowed 
analyzing the transformation of energy of the primary physical phenomenon into a biological effect. The obtained bio-
energetic parameters (Vend, endogenous respiration sensitivity to inhibitors; malonate to amytal sensitivity ratio; Vsa 

and Vglu+mal; Vsa-c and Vglu+mal-c), that reflect the volume of high-energy phosphates, availability of energy metabolites, and 
the quantitative ratio of respiratory enzymes that perform ADP phosphorylation, can be used as variables in adequate 
mathematical models.

Keywords: vibration; mitochondria; energy metabolism of the rabbit heart; model of vibration-mediated hypoxia; 
mathematical model of the electron transport chain
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дозированного вибрационного воздействия в диапазоне 
резонансных частот и выраженностью изменений окис-
лительно-восстановительных процессов в виброчувстви-
тельных органах, в частности, в сердце [8].

Цель исследования заключается в анализе вибраци-
онно-опосредованных перестроек энергетического обме-
на миокарда кролика на основе изучения динамики изме-
нений скорости эндогенного дыхания митохондрий ткани 
миокарда и его чувствительности к ингибиторам дыха-
тельной цепи в зависимости от физических характери-
стик вибрации (частоты и длительности).

Методика

Лабораторные животные. Эксперименты проведе-
ны на кроликах-самцах (n=50) породы Шиншилла мас-
сой 2,5-3кг. Выбор биологической модели (кролик) об-
условлен многими факторами, в частности, тем фактом, 
что слепки полости левого желудочка сердца человека, 
собак и кролика сходны по структуре трабекул диастоли-
ческой и систолической группы [6], и, поэтому, механи-
ческий блок работы левого желудочка у вышеназванных 
видов описывается близкими математическими моделя-
ми. В подобных математических моделях миокард рас-
сматривается как трансверсально-изотропная несжимае-
мая сплошная среда, генерирующая пассивные и активные 
напряжения в ответ на деформацию, что позволяет про-
вести анализ взаимосвязей между напряжением и дефор-
мациями, концентрациями химических веществ, энерге-
тическим потенциалом клеток и механическими смеще-
ниями сократительных белков [9].

Содержание животных и эксперименты проводили 
в соответствии с нормами и правилами, принятыми Ев-
ропейской конвенцией по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и иных научных 
целей (Страсбург, 1986 г. с приложением А от 2006 г). Кро-
ликов помещали по одному в стандартные клетки из не-
ржавеющей стали и содержали на протяжении всего экс-
периментального периода в условиях вивария, на стан-
дартном рационе при температуре воздуха 18‒200С со 
свободным доступом к корму и питьевой воде.

Моделирование вибрационно-опосредованных нару-
шений миокарда у кроликов. Действие общей вертикаль-
ной вибрации осуществляли с помощью промышленной 
установки УВ 70/200, позволяющей настраивать вибра-

Введение

Ежегодно в мире регистрируется примерно 160 млн 
случаев профессиональных заболеваний, около 10% из ко-
торых завершаются формированием необратимых нару-
шений здоровья. Основными рисками для здоровья явля-
ются тяжесть и напряжённость трудовой деятельности, 
производственные химические и физические факторы. 
Согласно эпидемиологическим данным среди работни-
ков, длительно (годы) контактирующих с вибрацией в хо-
де профессиональной деятельности, различные виды па-
тологии сердца встречаются чаще, чем в популяционных 
группах, сходных по возрасту и полу [1].

Процесс взаимодействия собственного электроме-
ханического ритма функционирования клеточных и суб-
клеточных структур сердца [2] с периодически изменяю-
щимися механодеформирующими силами вибрации [3] 
формирует результирующие векторы, повреждающие мем-
браны клетки и другие органеллы. Объективными индика-
торами подобного деструктивного воздействия могут слу-
жить многочисленные тканевые биомаркеры: циркулиру-
ющие биомаркеры PICP и CITP (С-концевые пропептиды 
проколлагена и коллагена I типа), PIIINP (N-концевой про-
пептид проколлагена III типа); уровни креатинфосфокина-
зы, металлопротеиназы ММП-9 (матриксная металлопро-
теиназа-9), TIMP-1 (тканевой ингибитор матриксных ме-
таллопротеиназ), галектина-3, GDF-15, sST2, микроРНК, 
PCP и PNP (карбокси- и аминопропептиды проколлагена), 
СТР-1 (С-телопептид коллагена I) [4]. Вибрационные ко-
лебания вмешиваются в собственные колебательные про-
цессы сердечно-сосудистой системы [5], изучение которых 
также нашло отражение в решении нестационарных мате-
матических уравнений гидродинамики для класса смер-
чеобразных закрученных потоков вязкой жидкости [6].

Стрессирующее воздействие вибрации вызывает ги-
перреактивацию симпатико-адреналовой, ренин-ангио-
тензин-альдостероновой системы [7], системы эндоте-
лина, цитокинов, продукции оксида азота и перекисного 
окисления липидов, натрийуретического пептида и за-
вершается развитием, так называемого, миокардиального 
стресса левого желудочка сердца [1]. Несмотря на доста-
точную изученность предикторов патофизиологических 
изменений в сердечно-сосудистой системе при вибраци-
онной болезни, до конца не известны биофизические за-
висимости между амплитудой, частотой, длительностью 
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ционные колебания с различными физическими харак-
теристиками. Исходя из того, что величина колебатель-
ной энергии, поглощенной телом человека или животного 
(Q) при контакте с источником вибрационных колебаний, 
прямо пропорционально площади контакта (S), времени 
воздействия (T) и интенсивности раздражителя [10], бы-
ли выбраны несколько режимов вибрационного воздей-
ствия с различной частотой и длительностью. Предпосыл-
кой к выбору частотных характеристик явился тот факт, 
что наиболее отрицательным эффектом воздействия обла-
дают резонансные частоты, диапазон которых для тканей 
и органов теплокровных животных и человека находит-
ся в интервале от 1 до 200 Гц [11]. Сеансы общей вибра-
ции с амплитудой 0,5 мм и частотой 8 и 44 Гц проводи-
ли ежедневно по 60 мин в утренние часы (с 9.00 до 11.00) 
в осенне-зимний период.

Схема эксперимента. Были сформированы семь экс-
периментальных групп животных: группа интактных кон-
трольных животных и группы животных, подвергавших-
ся воздействию вибрации с частотой 8 Гц по 7, 21, 56 се-
ансов и 44 Гц по 7, 21 и 56 сеансов.

На фоне легкого эфирного наркоза животных под-
вергали эвтаназии методом воздушной эмболии в уш-
ную артерию 5 мл воздуха, вскрывали грудную клетку, 
быстро извлекали сердце и помещали в солевую среду 
фиксированного состава, охлажденную до 00С [12]. Ку-
сочки верхушки сердца (250‒300 мг) гомогенизирова-
ли в калиброванном гомогенизаторе Даунса из кварце-
вого стекла с тефлоновым пестиком при соотношении  
«среда выделения» : «ткань» = 1:2 и получали 30%-
ный гомогенат, содержащий нативные митохондрии, 
согласно методическим рекомендациям, предложенным  
М.Н. Кондрашовой [13].

Время забора ткани, гомогенизации и инкубации бы-
ли стандартизованы таким образом, чтобы с момента за-
бора ткани до окончания полярографического измерения 
показателей активности митохондрий проходило не бо-
лее 40 мин c целью обеспечения адекватности статуса 
митохондрий in vitro их «нативному» состоянию, макси-
мально приближенному к in vivo.

Изучение функциональной активности клеточных 
систем энергопродукции ткани миокарда in vitro. Ак-
тивность нативных митохондрий сердца изучали поля-
рографическим методом [14] c помощью кислородного 
электрода типа Кларка. Полярографическая измеритель-
ная установка, в соответствии с требованиями метода со-
стояла из электрода, ячейки с перемешивающим стерж-
нем, термостатируемого кожуха, водяного термостата 
I ТЖ-0 03 (Россия), магнитной мешалки ММ-3М (Рос-
сия), cамописца LKB Bromma 2210 2-Channel Reсorder 
(Швеция).

Скорость дыхания митохондрий (V) в среде инкуба-
ции выражали в [нг-атом·Омин-1мг-1белка]. Вклад в эн-
догенную дыхательную активность митохондрий NADH- 
и FADH-зависимых субстратов оценивали по данным ин-
гибиторного анализа с амиталом натрия (Serva, Германия) 
или малонатом (Реахим, Россия) по 2мМ, так как при дан-
ной концентрации ингибиторов препараты, полученные 
от животных, подвергнутых разным воздействиям, диф-
ференцировались наиболее четко.

Путем введения в полярографическую ячейку экзоген-
ного субстрата митохондрии переводили в состояние суб-
стратного дыхания (состояние «покоя»). В качестве NADH- 
зависимого субстрата применяли смесь глутамата и малата 
по 3мМ, в качестве FADH-зависимого субстрата – янтар-
нокислый натрий – до 1мМ. Скорость субстратного дыха-
ния (Vяк и Vглу+мал) в митохондриях ткани сердца интактных 
животных выше, чем эндогенного и зависит от проницае-
мости мембран для субстрата, способности ферментного 
комплекса окислять данный субстрат и готовности последу-
ющих участков дыхательной цепи транспортировать элек-
троны к кислороду. Экзогенные энергетические субстраты 
способны регулировать функциональную активность ми-
тохондрий, стимулируя фракцию дыхательной цепи, через 
которую транспортируются электроны после их собствен-
ного окисления. Приём стимуляции эндогенного дыхания 
экзогенным субстратом используется для оценки перехо-
да митохондрий в метаболическое состояние «покоя». От-
сутствие стимуляции указывает на регуляторное угнетение 
или отключение, даже возможно, на повреждение соответ-
ствующего звена дыхательной цепи.

Через 60 секунд субстратного дыхания в ячейку вво-
дили протонофор 2,4-ДНФ до общепринятой разобщаю-
щей концентрации 20 мкМ, тем самым ликвидируя элек-
трохимический потенциал мембраны, нарушая синтез 
АТФ и его регулирующее влияние в пунктах сопряжения 
дыхания с фосфорилированием. Протонофор 2,4-ДНФ 
разобщает все точки сопряжения в ЭТЦ, увеличивая уро-
вень АДФ и снижая содержание АТФ за счет активизации 
АТФ-азы. При этом in vitro создается высокая функцио-
нальная нагрузка на дыхательную цепь, соответствующая 
«активному» состоянию митохондрий. Степень сопряже-
ния окисления и фосфорилирования препарата нативных 
митохондрий пропорциональна ответной реакции (вели-
чине ускорения дыхания) на разобщитель, что позволяет 
косвенно оценить уровень энергетической регуляции при 
функционировании данного участка дыхательной цепи 
и отразить в виде показателей Vяк-ДНФ и Vглу+мал-ДНФ.

Концентрацию белка в гомогенате измеряли модифи-
цированным микробиуретовым экспресс-методом, кото-
рый обладает высокой специфичностью, чувствительно-
стью, не зависит от аминокислотного состава белка и ха-
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рактеризуется линейной связью между концентрацией 
белка и интенсивностью окраски проб в широком диапа-
зоне концентраций.

Статистическая обработка результатов. Статисти-
ческую обработку данных проводили поэтапно с помо-
щью пакета прикладных программ «Stat Soft Statistica 6.0» 
(США) с использованием модуля ANOVA/MANOVA 
[15, 16]. Для того, чтобы доказать открытость митохон-
дриальной системы миокарда к воздействию вибрации, 
варьировали ее характеристики, создавая различные виды 
комбинаций. Оценку множественности связей и направ-
ленности взаимодействий между показателями-отклика-
ми энергетического обмена ткани в неполном цикле ме-
таболических градаций «покой-разобщение» и внешними 
факторами (тестирующие воздействия в эксперименте), 
осуществили с помощью многомерного факторного ана-
лиза методом главных компонент [17], что позволило ох-
ватить все факторное пространство (полный набор комби-
наций уровней всех факторов, доступных для учета в на-
ших исследованиях) (табл. 1).

Результаты 

Известно, что скорость эндогенного дыхания мито-
хондрий (Vэнд) in vitro обусловлена окислением доступных 
энергетических субстратов, присутствующих в ткани на 
момент получения гомогената. Показатели скорости эндо-
генного дыхания и чувствительности к ингибиторам элек-
трон-транспортной цепи (ЭТЦ) нативных митохондрий 
миокарда интактных контрольных животных при содержа-
нии белка в ячейке 2,4(0,4) мг/мл представлены в табл. 2.

Cкорость Vэнд в гомогенате миокарда преимуществен-
но зависит от потока электронов через два функциональ-
но наиболее важных звена ЭТЦ – фермент-субстратный 

комплекс I (NADH-зависимый) и комплекс II (FADH-
зависимый). Амитал (5-Этил-5-изоамилбарбитуровая кис-
лота), являясь обратимым блокатором сайтов связыва-
ния убихинона, угнетает окисление NADH-зависимых 
субстратов, нарушая поток электронов на уровне I фер-
мент-субстратного комплекса ЭТЦ; величина чувствитель-
ности Vэнд к амиталу пропорциональна активности этого 
участка и вкладу эндогенных субстратов, окисляющихся 
по этому пути [18]. Малонат – абсолютный специфиче-
ский ингибитор сукцинатдегидрогеназы (СДГ) и «отсека-
ет» ту часть эндогенного дыхания, которая определяется 
вкладом янтарной кислоты.

Исходно у контрольных животных наблюдали преоб-
ладание амиталчувствительного дыхания над малонат-
чувствительным (табл. 2, показатель А

1
), что обуслов-

лено преимущественным вкладом свободных жирных 
кислот в эндогенную окислительную активность серд-
ца всех млекопитающих, функциональный диапазон ко-
торого обеспечивается энергией за счет окислительного 
фосфорилирования.

Скорость окисления эндогенных энергетических суб-
стратов нативными митохондриями миокарда, чувствитель-
ность эндогенного дыхания к ингибиторам и их соотноше-
ние явились параметрами отклика на действие независи-
мых контролируемых факторов общей вибрации различной 
длительности и частоты 8 Гц (табл. 2) и 44 Гц (табл. 3).

Целенаправленный поиск зависимостей в совокупно-
сти экспериментальных данных предполагает исследова-
ние значимости различий в средних значениях показате-
лей скорости эндогенного дыхания. Значимость различий 
(р) на разных уровнях варьирования факторов вибрации 
А-В в методе наименьшей значимости разности Фишера 
по критерию множественного сравнения LSD колебалась 

Таблица 1/Table 1
Уровни варьирования изучаемых в эксперименте факторов общей вертикальной вибрации (факторы А, В) и их комбинации (А, В)
Variation levels of the factors of wholebody vertical vibration studied in the experiment (factors A, B) and their combinations (A, B)

Характеристики общего вертикального вибрационного воздействия /
Characteristics of the wholebody vertical vibration action

Частота ОВВ в Гц /
WBVV frequency in Hz

Количество сеансов ОВВ по 60 мин ежедневно /
Number of 60 min daily sessions of WBVV

А
1
 – отсутствие вибрации /

A
1
 – no vibration

В
1
 – 7 сеансов /

B
1
 – 7 sessions

А
2
 – вибрация 8 Гц /

A
2
 – vibration 8 Hz

В
2
 – 21 сеанс /

B
2
 – 21 sessions

А
3
 – вибрация 44 Гц /

A
3
 – vibration 44 Hz

В
3
 – 56 сеансов /

B
3
 – 56 sessions

Примечание. ОВВ – общая вертикальная вибрация; при всех сочетаниях изучаемых факторов амплитуда вибрации составляла 0,5 мм.
Note. WBVV – whole body vertical vibration; at all combinations of the studied factors the vibration amplitude was 0.5 mm.
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от 0,024 для сочетания факторов А
2
‒В3 и А2

‒В
1
 до 0,006 

для сочетания факторов А
3
‒В

2
 и А

3
‒В

3
. Несмотря на ка-

жущуюся идентичность показателей скорости эндоген-
ного дыхания нативных митохондрий сердца кроликов 
на некоторых уровнях воздействия вибрации (табл. 2, 3), 
по данным ингибиторного анализа по критерию множе-
ственного сравнения LSD, препараты гомогенатов ткани 
оказались дифференцированными (табл. 4) с высокой зна-
чимостью различий (р) средних значений.

Сопоставление показателей амитал- и малонатчув-
ствительности позволило высказать предположение, что 
при большинстве сочетаний уровней факторов вибрации 
чувствительность показателя Vэнд к малонату превышала 
чувствительность к амиталу и возрастала по мере нако-
пления вибрационной дозы в большей степени, чем чув-
ствительность к амиталу.

Для определения весомости параметров отклика 
и дальнейшего обоснования интегральной характеристики 

Таблица 2/Table 2
Параметры эндогенного дыхания нативных митохондрий миокарда у контрольных и подвергнутых вибрации животных  
при изменении факторов общей вертикальной вибрации с частотой 8 Гц
Endogenous respiration parameters of native myocardial mitochondria in control and vibration-subjected animals under changing  
of wholebody vertical vibration factors with a frequency of 8 Hz

Факторы вибрации
Vibration factors

n Vэнд, M (s)
Vеnd, M (s)

Чувствительность эндогенного  
дыхания к ингибиторам в % 

Sensitivity of endogenous  
respiration to inhibitors in %

Соотношение между малонат- 
и амитал-чувствительностью

Ratio between malonate  
and amytal sensitivityЧастота, Гц (А) 

Frequency, Hz (A)

Количество сеансов вибрации 
(В) /

Number of vibration sessions (B)

Малонат /
malonate

Амитал /
amytal

0 (А
1
)

8 (А
2
)

8 (А
2
)

8 (А
2
)

0
7 (В

1
)

21(В
2
)

56(В
3
)

10
6
6
7

16,3 (4,4)
16,3 (3,2)
18,8 (5,2)
23,4 (5,7)

15,9 (6,1)
40,0 (15,8)
55,4 (7,2)
31,2 (5,7)

33,6 (8,9)
47,6 (19,0)
26,4 (8,5)
22,4 (10,2)

0,47
0,84
2,09
1,4

Примечание. А1 ‒ контрольная группа; n – количество животных в исследуемой группе; M (s) – среднее значение показателя по выборке скоро-
стей эндогенного дыхания митохондрий в гомогенате миокарда (Vэнд) в [нг-атом·Омин-1мг-1белка], s ‒ стандартное отклонение; содержание бел-
ка в ячейке – 2,4(0,4) мг/мл.
Note. A

1
 ‒ control group; n ‒ number of animals in groups; M (s) ‒ mean value over the sample of endogenous mitochondrial respiration rates in myocardi-

al homogenate (Vend) in [ng-atom·Omin-1mg-1protein], s ‒ standard deviation; protein content in the cell – 2.4(0.4) mg/mL.

Таблица 3/Table 3
Параметры эндогенного дыхания нативных митохондрий миокарда у контрольных и подвергнутых вибрации животных при из-
менении факторов общей вертикальной вибрации с частотой 44 Гц
Endogenous respiration parameters of native myocardial mitochondria in control and vibration-subjected animals under changing of 
wholebody vertical vibration factors with a frequency of 44 Hz

Факторы вибрации
Vibration factors

n Vэнд, M (s)
Vеnd, M (s)

Чувствительность эндогенного 
дыхания к ингибиторам в % 

Sensitivity of endogenous  
respiration to inhibitors in %

Соотношение между малонат-  
и амитал-чувствительностью 

Ratio between malonate  
and amytal sensitivityЧастота, Гц (А) /

Frequency
Hz (A)

Количество  
сеансов вибрации (В) 

Number of vibration sessions 
(B)

Малонат /
Malonate

Амитал /
amytal

0 (А
1
)

44 (А
3
)

44 (А
3
)

44 (А
3
)

0
7 (В

1
)

21(В
2
)

56(В
3
)

10
5

9
6

16,3 (4,6)
22,6 (5,2)
25,9 (6,7)
17,9 (5,8)

15,9 (6,1)
29,2(7,5)
70,6(6,2)
66,8(6,6)

33,6 (8,9)
25,1(9,7)
49,2(12,9)
49,4(14,2)

0,47
1,2
1,43
1,35

Примечание. А1 ‒ контрольная группа; n – количество животных в исследуемой группе; M (s) – среднее значение показателя по выборке скоро-
стей эндогенного дыхания митохондрий в гомогенате миокарда (Vэнд) в [нг-атом·Омин-1мг-1белка], s ‒ стандартное отклонение; содержание бел-
ка в ячейке – 2,4(0,4) мг/мл.
Note. A

1
 ‒ control group; n ‒ number of animals in groups; M (s) ‒ mean value over the sample of endogenous mitochondrial respiration rates in myocardi-

al homogenate (Vend) in [ng-atom·Omin-1mg-1protein], s ‒ standard deviation; protein content in the cell – 2.4(0.4) mg/mL.
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состояния системы энергопродукции миокарда экспери-
ментальных животных в условиях воздействия вибрации 
необходимо было количественно оценить ответ исследуе-
мых выходных параметров тканевой биоэнергетики (Vэнд, 
малонат- и амиталчувствительность) миокарда на факто-
ры вибрации с точки зрения их информативности и зна-
чимости. Согласно результатам дисперсионного анализа 
по одной из его разновидностей – матрице полного фак-
торного эксперимента, в величине, значимости и инфор-
мативности эффектов исследованных факторов вибрации 
по совокупности их действия на параметры-отклики вы-
явились существенные отличия.

В ряду показателей Vэнд и чувствительности к мало-
нату значимыми (p≤0,05) оказались эффекты контроли-

руемых факторов (частоты вибрации и количества сеан-
сов) и эффекты их взаимодействия А·В. Они обусловили 
большую часть дисперсии. Количественно это выразилось 
в том, что влияние совокупности контролируемых факторов 
на изменчивость дисперсии Vэнд и малонатчувствительно-
сти определилось на уровне 52,8% и 78,5%, соответствен-
но, и превысило вклад случайных факторов. В противопо-
ложность этому, на дисперсию показателя амиталчувстви-
тельности достоверно влияло только сочетание факторов 
А·В вибрации, тогда как вклад случайных факторов бо-
лее, чем в 2 раза, превышал вклад контролируемых. Коэф-
фициенты регрессии для Vэнд и малонатчувствительности 
оказались статистически значимыми (р<0,0057), в отличие 
от амиталчувствительности (р>0,188).

Таблица 4/Table 4
Вклад факторов вибрации и их взаимодействия в дисперсию параметров эндогенного дыхания нативных митохондрий миокарда
Contribution of vibration factors and their interactions to the dispersion of endogenous respiration parameters of native myocardial 
mitochondria

Параметр-отклик 
Parameter-response

Факторы вибрации 
Vibration factors SS df MS F p K, %

Vэнд / Vend

А 361,4 2 180,7 8,487 0,001 25,2

В 193,5 2 96,7 4,543 0,017 12,4

А·В 237,6 4 59,4 2,789 0,041 15,2

Контролируемые
Controlled 792,5 52,8

Неконтролируемые
Uncontrolled 766,6 36 21,29 ‒ ‒ 49,2

Чувствительность к малонату
Sensitivity to malonate

А 6976,8 2 3488,37 33,62 0,0000 40,0

В 4026,3 2 2013,17 19,4 0,0000 23,0

А·В 2703,1 4 675,78 6,54 0,0005 15,5

Контролируемые 
Controlled 13706,2 78,5

Неконтролируемые
Uncontrolled 3735,3 36 103,76 ‒ ‒ 21,5

Чувствительность к амиталу
Sensitivity to amytal

А 716,6 2 358,28 1,137 0,33 4,5

В 13,06 2 6,53 0,021 0,949 0,08

А·В 3773,2 4 943,29 2,99 0,031 23,8

Контролируемые 
Controlled 4502,8 28,38

Неконтролируемые
Uncontrolled 11340,0 36 315,0 ‒ 71,6

Примечание. А – частота вибрации в Гц; В – количество сеансов вибрации по 60 мин ежедневно; SS – сумма квадратов отклонений параметра-от-
клика от среднего значения, обусловленная влиянием фактора; df – число степеней свободы; MS – дисперсии; F – критерий Фишера; p – уровень 
значимости; K – степень влияния факторов вибрации на параметры-отклики. Дисперсии анализируемых признаков в группах, определяемых фак-
торами, проверяли по тестам Левена и Брауна-Форсайта (p>0,05).
Note. А – WBVV frequency in Hz; В – Number of 60 min daily sessions of WBVV; SS – sum of deviation squares of the parameter-response from the mean 
value due to the influence of the factor; df – degrees of freedom; MS – dispersions; F – Fisher’s criterion; p – significance level; K – degree of influence of 
vibration factors on the parameters-responses. The dispersions of the analyzed features in the groups determined by the factors were checked by Levene’s 
and Brown-Forsythe tests (p>0.05).

К СОДЕРЖАНИЮ



48

Оригинальные исследованияПатологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.41-51

Подтверждение преимущественной активации сукци-
натзависимой энергетики миокарда в условиях пролонга-
ции вибрационного воздействия было доказано благодаря 
моделированию градаций метаболических состояний ми-
тохондрий с помощью экзогенных субстратов окисления 
и разобщителя протонофора 2,4-ДНФ до разобщающей 
окислительное фосфорилирование концентрации 20 мкМ 
(табл. 5). В митохондриях миокарда контрольных живот-
ных скорости окисления NADH-зависимых субстратов (по 
абсолютным значениям) в состоянии «покоя» и «актив-
ности» независимо от частоты были ниже, чем скорости 
окисления янтарной кислоты (сукцината). Динамика по-
казателей сукцинатоксидазной активности митохондрий 
(Vяк, Vяк-ДНФ) весомо и достоверно откликалась на частот-
ный фактор. Темпы окисления янтарной кислоты мито-
хондриями в состоянии «покоя» и «активности» на фоне 
вибрации 44 Гц, превосходили скорости окисления этого 
субстрата при 8 Гц, свидетельствуя о гиперактивации сук-
цинатзависимой энергопродукции кардиомиоцитов в про-
цессе суммации эффектов пролонгированной вибрации.

В условиях варьирования длительности воздействия 
вибрации на трех уровнях (В

1
, В

2
, В

3
) скорости окисле-

ния янтарной кислоты в состоянии покоя (Vяк) увеличива-
лись по сравнению с контролем к 56 сеансу на 24,4%, тог-
да как скорость окисления глутамата (Vглу+мал) к 56 сеансу 
уменьшалась на 26,5%. Обобщенный результат анализа 

кинетических показателей функции митохондрий с при-
влечением дисперсионного анализа выявил, что по мере 
накопления вибрационной дозы происходило угнетение 
окисления NАDH-зависимых субстратов митохондрий 
и активация, так называемой, сукцинатзависимой энер-
гопродукции кардиомиоцитов (рис.), что соответствует 
признакам формирования митохондриальной дисфункции 
по I-II типу биоэнергетической гипоксии [19].

На фоне усиления вибрационного воздействия про-
цессы утилизации янтарной кислоты во втором фер-
мент-субстратном комплексе характеризовались боль-
шей устойчивостью и интенсивностью, подтверждая гла-
венствующую адаптивную роль FADH-зависимого участка 
ЭТЦ митохондрий. Следовательно, удалось не только до-
казать трансформацию энергии вибрационных колебаний 
в биологический ответ, но и выявить суть данного отве-
та – формирование универсального механизма перестрой-
ки энергетического обмена клетки в виде биоэнергетиче-
ской гипоксии [20].

Заключение

Проведенный анализ зависимости эндогенного дыха-
ния митохондрий миокарда от физических характеристик 
вибрации подтверждает их высокую чувствительность 
к воздействию данного физического фактора. Представ-
ленные результаты исследования показали, что на уров-

Таблица 5/Table 5
Скорости окисления экзогенных субстратов в состоянии покоя и функциональной активности митохондрий миокарда на разных 
уровнях варьирования фактора частоты вибрации (фактора А)
Rates of oxidation of exogenous substrates in the resting state and functional activity of myocardial mitochondria at different levels  
of variation of the vibration frequency factor (factor A)

Показатель скорости дыхания митохондрий 
Mitochondrial respiration rate index

Контроль (фактор А
1
)

Control (factor A1)
Вибрация 8 Гц (фактор А

2
)

Vibration 8 Hz (factor A2)
Вибрация 44 Гц (фактор А

3
) 

Vibration 44 Hz (factor A3)

Vэнд / Vеnd 16,3 ±4,6 23,4 ±5,7 17,9 ±5,8

V глу+мал / V glu+mal 22,7±5,0 14,3 ±2,0 31,8±8,0 *

V глу+мал-ДНФ / V glu+mal-DNF 48,2±1,6 35,5±6,4 41,0±8,8

V як / V succinate 34,3±7,6 33,5±5,3 47,5±6,7 *

V як-ДНФ / V succinate-DNP 37,7±5,6 50,5±8,2 55,3±4,2 *

Примечание. Vглу – скорость дыхания митохондрий миокарда в гомогенате, выраженная в [нг-атом·Омин-1мг-1белка], при добавлении в поляро-
графическую ячейку NADH-зависимых субстратов в состоянии «покоя»; Vглу+мал-ДНФ – скорость дыхания на NADH-зависимых субстратах в состоя-
нии «активности» на фоне введения протонофора 2,4-ДНФ до разобщающей окислительное фосфорилирование концентрации 20 мкМ; Vяк – ско-
рость дыхания митохондрий при добавлении в ячейку FADH-зависимого субстрата в состоянии «покоя»; Vяк-ДНФ – скорость дыхания на FADH-
зависимом субстрате в состоянии «активности» митохондрий кардиомиоцитов; NADH-восстановленная форма никотинамидадениндинуклеотида; 
FADH-восстановленная форма флавинадениндинуклеотида * – р≤0,05 – статистически значимые различия между группами контрольных и под-
вергнутых вибрации животных.
Note. Vglu – the rate of respiration of myocardial mitochondria in the homogenate, expressed in [ng-atom·Omin-1 mg-1 protein], upon addition of NADH-de-
pendent substrates to the polarographic cell in the “resting” state; Vglu+mal- DNP – the rate of respiration on NADH-dependent substrates in the “active” state 
against the background of the introduction of the protonophore 2,4-DNP to a concentration of 20 μM that uncouples oxidative phosphorylation; Vsuccinate – 
the rate of mitochondrial respiration upon addition of a FADH-dependent substrate to the cell in the “resting” state; Vsuccinate-DNP – the rate of respiration on 
a FADH-dependent substrate in the “active” state of cardiomyocyte mitochondria;NADH-reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide; FADH-re-
duced form of flavin adenine dinucleotide * – p≤0.05 – statistically significant differences between the groups of control and vibration-exposed animals.
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Вибрация 

Vibration

Биоэнергетическая гипоксия

Bioenergetic hypoxia

Цикл трикарбоновых кислот

Tricarboxylic acid cycle

Сукцинат 

Succinate

Комплекс II 

Enzyme-substrate complex II 

Комплекс III 

Enzyme-substrate complex III

Комплекс IV 

Enzyme-substrate complex IV

O2

NADH
белок HIF-1 

HIF-1 protein

Комплекс I

Enzyme-substrate complex I

Рис. Механизм адаптации клетки к гипоксии на уровне электрон-транспортной цепи.
Гипоксическое снижение парциального давления кислорода сопровождается полным восстановлением пиридиннуклеотидов (НАДH 
и НАДФ) и подавлением переноса электронов на участке НАДН – CoQ. В условиях гипоксии флавопротеиды (ФАДH) и цитохром-
ный участок сохраняют окисленность и способны работать при потенциале полувосстановления субстратных пар близком к 0V 
(Вольт), что обеспечивает преимущественный метаболизм эндогенной янтарной кислоты на уровне II фермент-субстратного (сук-
цинатзависимого) комплекса.
Fig.  Mechanism of cell adaptation under hypoxia at the level of electron-transport chain.
Hypoxic reduction of oxygen partial pressure is accompanied by complete reduction of pyridine nucleotides (NADH and NADPH) and sup-
pression of electron transport at the NADH - CoQ site. Under hypoxia conditions, flavoproteins (FADH) and the cytochrome site retain oxida-
tion and are able to operate at the half-reduction potential of substrate pairs close to 0 Volt, which ensures preferential metabolism of en-
dogenous succinic acid at level II of the enzyme-substrate (succinate-dependent) complex.

не митохондрий сердца некоторые процессы энергетиче-
ской регуляции дыхания, моделируемые in vitro в непол-
ном цикле метаболических градаций «покой-разобщение», 
по мере пролонгации вибрации перестраиваются для обе-
спечения гомеостатических функций, что находит выра-
жение в формировании биоэнергетической гипоксии [19]. 
По мере снижения активности NADH-зависимого звена 
ЭТЦ митохондрий сердца постепенно включались ами-
талрезистентные (сукцинатзависимые) метаболические 
потоки, выполняющие компенсаторную роль в условиях 

гипоксии и способствующие сохранению синтеза АТФ на 
цитохромном участке ЭТЦ [21]. Снижение чувствитель-
ности к амиталу и преобладание малонатчувствительного 
дыхания при суммировании вибрационных воздействий 
поддавалось адекватной количественной оценке и прояв-
лялось как при множественном сравнении средних значе-
ний показателей, так и при дисперсионном анализе влия-
ния градаций факторов вибрации на параметры тканевой 
биоэнергетики миокарда. Углубленный статистический 
анализ биоэнергетических показателей создает предпо-

К СОДЕРЖАНИЮ



50

Оригинальные исследованияПатологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.41-51

сылки к использованию математического аппарата с це-
лью моделирования некоторых элементов патофизиоло-
гических процессов.

В рамках некоторых кинетических математических 
моделей [22] активно используются традиционные биоэ-
нергетические показатели. В частности, с целью построе-
ния математической модели работы митохондриально-ре-
тикулярной сети каждой ЭТЦ приписывается своя систе-
ма управления, снабжаемая аналитической информацией 
и имеющая свою доминанту (целевую функцию) для вы-
бора оптимальной стратегии управления. Система при-
нятия решения в каждой ЭТЦ представляет собой функ-
ции фермент-субстратных комплексов (NADH-, FADH-
зависимых), активность которых обеспечивает скорость 
эндогенного дыхания, объем макроэргических фосфатов, 
доступность энергетических метаболитов к тому или ино-
му фермент-субстратному комплексу дыхательной цепи 
митохондрий. Главные и наиболее уязвимые звенья элек-
трон-транспортной цепи (NADH-дегидрогеназы и прото-
ноформное разобщение дыхания с окислительным фос-
форилированием) обмениваются полной информацией 
посредством митохондриально-ретикулярной системы 
и оптимизируют ее энергозатраты.

Таким образом, представленные в исследовании in vi-
tro биоэнергетические показатели (Vэнд, чувствительность 
эндогенного дыхания к ингибиторам, соотношение мало-
нат- и амиталчувствительности, показатели субстратного 
дыхания), отражающие объем макроэргических фосфатов, 
доступность энергетических метаболитов, количествен-
ное соотношение дыхательных ферментов, осуществля-
ющих фосфорилирование АДФ [23], возможно использо-
вать в качестве переменных величин в адекватных мате-
матических моделях.
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Иванов К.П.1,2, Долгих В.Т.1

Индексная оценка параметров функционирования сердечно-сосудистой системы  
у постинсультных больных

1Федеральный научно-клинический центр реаниматологии и реабилитологии, 107031, Москва, Россия, ул. Петровка, д. 25, стр. 2;
2ГНЦ РФ «Институт медико-биологических проблем» РАН, 123007, Москва, Россия, Хорошевское шоссе, д. 76А

Введение. Объективные характеристики функционирования сердечно-сосудистой системы (ССС) являются 
важными индикаторами физиологического состояния и адаптационных резервов организма человека. Цель 
исследования – индексная оценка состояния периферического кровообращения и показателей уравновешен-
ности сердечного и сосудистого компонентов ССС при проведении 2-го этапа реабилитационных мероприятий 
у больных, перенесших ишемический инсульт, в зависимости от пола и возраста.
Методика. Исследовали функциональное состояние ССС у 66 пациентов в возрасте от 41 до 83 лет на 2-ом 
этапе реабилитации после перенесенного ишемического инсульта. Пациентами ежедневно, в течение 2-х недель, 
выполнялась программа реабилитации, включающая занятия лечебной физкультурой, с дополнительным 
использованием механотерапевтического оборудования, лечебный массаж, аппаратную физиотерапию и 
медикаментозную терапию. На 1-е и 10-е сутки реабилитационного лечения проводилось суточное холтеровское 
мониторирование электрокардиограммы и артериального давления. Регистрировали параметры ЧСС и АД. Для 
оценки динамики показателей функционального состояния и адаптационного потенциала ССС рассчитывали 
индексы функционирования ССС.
Результаты. Интегральная оценка функционального состояния ССС пациентов позволяет проанализировать 
мобилизацию адаптационных возможностей организма при проведении реабилитационного лечения. Рассчи-
таны значения диапазона физиологической нормы индексов гемодинамики: должного общего и удельного 
периферического сосудистого сопротивления (ДОПСС и ДУПСС), должного минутного объёма крови и сердеч-
ного индекса (ДМОК и ДСИ), индексов работы сердца и тонуса сосудов (ИРС и ИТС), а также интегральный пока-
затель уравновешенности сердечного и сосудистого компонентов (ИПУССК). Зарегистрировано статистически 
значимое (p<0,05) уменьшение показателей ОПСС, КОПСС и увеличение показателя ДОПСС. В целом по группе 
(n=66), положительная тенденция функционирования ССС отмечается в 83,33% наблюдений.
Заключение. Использование индексов интегральной оценки функционального состояния ССС при проведении 
реабилитационных мероприятий после перенесенного ишемического инсульта является актуальным и 
патогенетически обоснованным. В целом, отмечается тенденция положительной динамики значений 
функционирования и повышение адаптационного потенциала ССС, подтверждающая эффективность 
проводимых реабилитационных мероприятий. Использованные методы оценки могут быть предложены в 
качестве способа мониторинга эффективности реабилитации у постинсультных пациентов и для определения 
плана реабилитационных мероприятий на третьем этапе.

Ключевые слова: ишемический инсульт; сердечно-сосудистая система; индексы гемодинамики; 
постинсультная реабилитация
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Index assessment of parameters of the cardiovascular system functioning  
in post-stroke patients

1Federal Research and Clinical Center of Intensive Care Medicine and Rehabilitology, 25 Petrovka St., Moscow 107031, Russian 
Federation;

2Institute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Sciences, 76A Khoroshevskoe Shosse, Moscow 123007, Russian 
Federation

Introduction. Objective characteristics of the cardiovascular system (CVS) functioning are important indicators of the 
physiological state and adaptive reserves of the human body. Aim. Index assessment of the state of peripheral circula-
tion and parameters of the balance between the CVS cardiac and vascular components during the 2nd stage of rehabil-
itation in patients after ischemic stroke depending on their gender and age.
Methods. The CVS functional state was studied in 66 patients aged 41 to 83 years at the 2nd stage of rehabilitation after 
ischemic stroke. The patients underwent a rehabilitation program daily for 2 weeks, including exercise therapy using 
additional mechanical therapeutic devices, therapeutic massage, equipment-based physiotherapy, and drug therapy. On 
days 1 and 10 of the rehabilitation treatment, daily Holter monitoring of electrocardiogram and blood pressure was per-
formed. Heart rate (HR) and blood pressure (BP) parameters were recorded. To assess the dynamics of the CVS func-
tional state and adaptive potential, CVS function indices were calculated.
Results. An integrated assessment of the CVS functional state allows analyzing the mobilization of the body’s adap-
tive capabilities during rehabilitation treatment. The values of the physiological normal range of hemodynamic indices 
were calculated as the proper total and specific peripheral vascular resistance (PTPVR and PSPVR), proper minute blood 
volume and cardiac index (PMBV and PCI), indices of cardiac function and vascular tone (HWI and VTI), and the integral 
indicator of the balance of the cardiac and vascular components (IIBCVC). Statistically significant (p<0.05) decreases in 
TPVR and KTPVR and an increase in PTPVR were observed. In the total group (n=66), a positive trend in the CVS func-
tioning was noted in 83.33% of cases.
Conclusion. The use of indices for integrated assessment of the CVS functional state during post-ischemic stroke reha-
bilitation is relevant and pathogenetically justified. In general, there was a tendency for positive dynamics of CVS func-
tioning and its adaptive potential that confirmed the effectiveness of the rehabilitation activities. The above asses sment 
methods can be proposed for monitoring the effectiveness of rehabilitation in post-stroke patients and for scheduling 
rehabilitation measured at stage 3.
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Введение

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) представ-
ляют собой важнейшую медико-социальную проблему. 
В настоящее время они занимают первое место (57%) 
по причине летальности во всем мире. В России ежегод-

но на 100 тысяч населения от инфаркта миокарда поги-
бают 154 женщины и вдвое больше мужчин [1]. По дан-
ным Росстата в 2022 г. от заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы (ССС) умерли 831 557 человек (43,8% 
от общей доли смертности). Категория ССЗ включает 
ишемическую болезнь сердца, цереброваскулярные за-
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болевания и острые нарушения мозгового кровообраще-
ния [2]. По данным мировой статистики продолжается 
рост числа ССЗ, отмечается снижение возраста разви-
тия заболевания, прослеживается высокая частота ин-
валидизации [3].

Инсульт – часто встречающееся заболевание ССС, 
которое может привести к длительной нетрудоспособ-
ности, а в ряде случаев является причиной инвалидиза-
ции пациента. Проводимые реабилитационные меропри-
ятия после перенесенного инсульта, сопровождающиеся 
нагрузкой на все функциональные системы, в том числе 
и на ССС, оказывают влияние на адаптационные возмож-
ности организма пациента.

Объективные характеристики функционального со-
стояния ССС являются важными индикаторами физиоло-
гического состояния организма и адаптационных резер-
вов, которые в совокупности отражают адаптационные 
механизмы организма человека [4]. Снижение адаптаци-
онных возможностей организма ведет к снижению функ-
циональных резервов, в первую очередь ССС, и росту на-
пряжения регуляторных систем для поддержания гомеос-
таза основных систем организма [5, 6].

Данные индексной оценки функционирования ССС 
играют важную роль при выявлении индивидуальных 
морфофункциональных особенностей пациента, находя-
щегося во 2-ом восстановительном периоде после пере-
несённого инсульта. Полученная в результате их вычис-
ления информация о пациенте позволяет индивидуаль-
но обосновать медикаментозные, физиотерапевтические 
и физические мероприятия при проведении следующе-
го, 3-го этапа реабилитационного лечения.

В доступных литературных источниках (базы данных 
РИНЦ и PubMed) не обнаружено информации об индекс-
ной оценке состояния периферического отдела кровоо-
бращения по показателям общего (ОПСС) и удельного 
(УПСС) периферического сопротивления сосудов и пока-
зателям уравновешенности (ИПУССК) сердечного и сосу-
дистого компонентов ССС (индексов работы сердца и то-
нуса сосудов – ИРС и ИТС), у пациентов, находящихся 
в восстановительном периоде после перенесённого ин-
сульта, в том числе в ходе выполнения 2-го этапа реаби-
литационных мероприятий.

Таким образом, актуальность изучения в динамике 
значений индексной оценки 2-го этапа реабилитацион-
ных мероприятий у больных, находящихся в восстанови-
тельном периоде после перенесённого инсульта, не под-
лежит сомнению.

Цель работы: индексная оценка состояния перифе-
рического отдела кровообращения и показателей уравно-
вешенности сердечного и сосудистого компонентов ССС 
при проведении 2-го этапа реабилитационных меропри-

ятий у больных, перенесших ишемический инсульт, в за-
висимости пола и возраста.

Методика

Обследованы 66 пациентов отделения медицинской 
реабилитации для пациентов с нарушением функции ЦНС 
«НИИ Реабилитологии им. проф. Пряникова И.В.» ФНКЦ 
РР, проходивших 2-й этап реабилитации после перенесён-
ного ишемического инсульта. В исследовании включе-
но 34 женщины и 32 мужчины, распределённые на 3 воз-
растные группы (41−59 лет, 60−68 лет и 69−83 лет).

Количество пациентов (женщин/мужчин) вну-
три групп соответственно составляет: (Ж/М, 
чел.): 7Ж/13М, 15Ж/10М, 12Ж/9М. Антропоме-
трические показатели: средний возраст: 64,88(7,43)
Ж/62,34(10,65)М; рост: 163,09(7,30)Ж/176,66(7,43)М; 
вес: 76,82(10,75)Ж /87,00(14,19)М.

Исследования проходили в два этапа. Первый этап 
проводился на 2-й день после поступления пациентов, 
до проведения реабилитационных мероприятий. В нача-
ле первого этапа у всех пациентов регистрировали воз-
раст, рост и вес. Второй этап исследования проходил 
на 12-е сутки лечения. Программа реабилитации вклю-
чала 10 ежедневных физиотерапевтических процедур: су-
хие углекислые ванны; низкоинтенсивную магнитотера-
пию на шейно-воротниковую область с частотой 50 Гц; 
занятия лечебной физкультурой в индивидуальном режи-
ме, с дополнительным использованием механотерапев-
тического оборудования, лечебный массаж шейно-ворот-
никовой области. Ежедневно пациентам проводили вну-
тривенное капельное введение мексидола 50 мг/1000 мл/
сутки. Суточное мониторирование ЧСС и АД на 1-м эта-
пе (2-е сутки) и 2-м этапе (12-е сутки) проводилось с ис-
пользованием оборудования Astrocard® Holter System 
(«Медитек», РФ). Проводился расчет и оценка следую-
щих показателей:

1. Общее периферическое сопротивление сосудов 
(ОПСС) (дин × см-1 × см-5 или у.е) рассчитывали 
по формуле Пуазейля: ОПСС = СрГД×1,333×60/МОК, где 
СрГД – среднее гемодинамическое артериальное давление, 
МОК – минутный объем крови [7].

2. Должное общее периферическое сосудистое 
сопротивление (ДОПСС) (дин × см-1 × см-5 или у.е) 
определяется по формуле: ДОПСС = 80×СрГД/ДМОК, где 
СрГД – среднее гемодинамическое артериальное давление, 
ДМОК – должный минутный объем крови [7].

3. Коэффициент уравновешенности фактического 
к должному показателю индекса общего периферическо-
го сопротивления сосудов (КОПСС = ОПСС/ДОПСС) здо-
рового человека должен стремиться к единице, имея гра-
ницы референсных значений (РЗ): 0,9−1,1 у. е.
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4. Величину удельного периферического сосудистого 
сопротивления рассчитывали по формуле: УПСС = СрГД/
СИ (дин × см-1 × см-5 или у.е). Считается, что УПСС более 
точно отражает резистентность сосудистого русла по отно-
шению к антропометрическим параметрам организма [8].

5. Должное удельное периферическое сосудистое со-
противление (ДУПСС) (дин × см-1 × см-5 или у.е) рас-
считано по формуле: ДУПСС = СрГД/ДСИ, где СрГД – 
среднее гемодинамическое артериальное давление, ДСИ 
– должный сердечный индекс [7].

6. Коэффициент уравновешенности фактического 
к должному показателю индекса удельного перифериче-
ского сопротивления сосудов (КУПСС = УПСС/ДУПСС) 
здорового человека должен стремиться к единице, имея 
границы РЗ: 0,9−1,1 у.е.

7. Индекс работы сердца (ИРС у.е) определяли по фор-
муле: ИРС = УОС/ЧСС; где ЧСС – частота сердечных 
сокращений, УОС – ударный объём сердца [9]. РЗ ИРС 
больше 1,0 у.е. [10].

8. Индекс тонуса сосудов (ИТС у.е) определяли 
по формуле: ИТС = ПД/ДАД; где ПД – пульсовое давле-
ние, ДАД – диастолическое АД [9].

9. Интегральный показатель уравновешенности 
сердечного и сосудистого компонентов (ИПУССК у.е) 
вычисляли по формуле: ИПУССК = ИРС×ИТС, где ИРС – 
индекс работы сердца; ИТС – индекс тонуса сосудов [9]. 
РЗ ИПУССК больше 0,5 у.е. [10].

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с помощью пакета статистических программ 
Statistica, версия 10.0. Для оценки характера нормальности 
распределения данных использовали визуально-графиче-
ский метод и критерии согласия Колмогорова-Смирнова 
и Шапиро-Уилка. Распределение в выборках отличалось 
от нормального, в связи с чем данные представляли в виде 
медианы (Ме), нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. 
Для сравнения двух связанных признаков использовали 
непараметрический критерий Уилкоксона. При проверке 
гипотез статистически значимыми считали результаты при 
уровне вероятности более 95% (p<0,05) [11].

Результаты

1. Как следует из табл. 1, для 7-й группы уменьшение 
ОПСС составляет 0,22% (р=0,666). Во всех группах жен-
щин ОПСС уменьшается с 3,10% (р=0,255) до 6,17% 
(р=0,713). Во всех группах мужчин ОПСС увеличивает-
ся с 8,31% (р=0,649) до 15,02% (р=0,212). Статистически 
значимое значение (р=0,045) зафиксировано в 5-й группе. 
ОПСС во всех группах находится в диапазоне от 1705,99 
(1590,82−1906,89) до 2089,9 (1635,5−2359,76).

2. Для 7-й группы уменьшение ДОПСС составля-
ет 1,48% (р=0,284). ДОПСС уменьшается в 1-й группе 

на 8,36% (р=0,116), 3 группе на 1,54% (р=0,213), а так-
же в 6 группе на 1,53% (р=0,612). ДОПСС увеличивает-
ся во 2-й и 4-й группах на 2,89% (р=0,047 – статистиче-
ски значимое значение) и 2,87 % (р=0,515) и в 5-й группе 
на 1,13% (р=0,814). ДОПСС во всех группах находит-
ся в диапазоне от 1125,11 (1045,96−1174,17) до 1613,86 
(1322,19−1702,79).

3. Как следует из табл. 1, для 7-й группы уменьшение 
ОПСС составляет 0,22% (р=0,666). Во всех группах жен-
щин ОПСС уменьшается с 3,10% (р=0,255) до 6,17% 
(р=0,713). Во всех группах мужчин ОПСС увеличивает-
ся с 8,31% (р=0,649) до 15,02% (р=0,212). Статистически 
значимое значение (р=0,045) зафиксировано в 5-й группе. 
ОПСС во всех группах находится в диапазоне от 1705,99 
(1590,82−1906,89) до 2089,9 (1635,5−2359,76).

4.  Для 7-й группы уменьшение ДОПСС 
составляет 1,48% (р=0,284). ДОПСС уменьшается в 1-й 
группе на 8,36% (р=0,116), 3-й группе на 1,54% (р=0,213), 
а также в 6-й группе на 1,53% (р=0,612). ДОПСС увели-
чивается во 2-й и 4-й группах на 2,89% (р=0,047 – стати-
стически значимое значение) и 2,87 % (р=0,515) и в 5-й 
группе на 1,13% (р=0,814). ДОПСС во всех группах нахо-
дится в диапазоне от 1125,11 (1045,96−1174,17) до 1613,86 
(1322,19−1702,79).

5 .  Для 7-й группы увеличение КОПСС 
составляет 3,85% (р=0,598). КОПСС увеличивается в 4-й 
группе на 8,90% (р=0,417), 6-й группе на 16,92% (р=0,361) 
и в 3-й группе на 0,85% (р=0,644). КОПСС уменьша-
ется во 2-й и 5-й группах на 2,98% (р=0,556) и 2,86% 
(р=0,017 – статистически значимое значение) соответ-
ственно. В 1-й группе КОПСС без изменений. КОПСС 
всех группах находится в диапазоне от 1,02 (0,86−1,18) 
до 1,68 (1,48−1,79).

6 .  Для 7-й  группы уменьшение УПСС 
составляет 0,34% (р=0,487). УПСС уменьшается в 1-й 
и 2-й группах на 18,05% (р=0,091) и 3,06% (р=0,650) со-
ответственно и в 3-й и 5-й группах на 7,16% (р=0,182) 
и 6,81% (р=0,695). В 4-й и 6-й группах, УПСС увеличива-
ется на 17,44% (р=0,441) и 6,02% (р=0,398). УПСС во всех 
группах находится в диапазоне от 37,37 (31,98−45,46) 
до 56,69 (47,05−62,61). Для 7-й группы увеличение 
КОПСС составляет 3,85% (р=0,598). КОПСС увели-
чивается в 4-й группе на 8,90% (р=0,417), 6-й группе 
на 16,92% (р=0,361) и в 3-й группе на 0,85% (р=0,644). 
КОПСС уменьшается во 2-й и 5-й группах на 2,98% 
(р=0,556) и 2,86% (р=0,017 – статистически значимое 
значение) соответственно. В 1-й группе КОПСС без из-
менений. КОПСС всех группах находится в диапазоне 
от 1,02 (0,86−1,18) до 1,68 (1,48−1,79).

7. Для 7-й группы уменьшение УПСС составляет 0,34% 
(р=0,487). УПСС уменьшается в 1-й и 2-й группах на 18,05% 
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Таблица 1/Table 1
Изменение по группам показателей сердечно-сосудистой системы в ходе проведения реабилитационных мероприятий Me (Q1 – Q3)
Changes in groups of cardiovascular system indicators during rehabilitation activities Me (Q1 – Q3)

П
ар

ам
ет

ры
Pa

ra
m

et
er

s

41‒59 лет/years (n=20) 60‒67 лет/years (n=25) 60‒67 лет/years (n=25) 68‒83 лет/years (n=21) 41‒83 лет/years (n=66)
1 группа женщины 

group women 
(n=7)

2 группа мужчины 
group men 

(n=13)

3 группа женщины  
group women 

(n=15)

4 группа мужчины  
group men  

(n=10

5 группа женщины  
group women  

(n=12)

6 группа
мужчины (n=9)
group men (n=9)

7 группа
женщины (n=34) + мужчины (n=32)
group women (n=34) + men (n=32)

1 сутки
day

10 сутки
day р 1 сутки

day
12 сутки

day р 1 сутки
day

12 сутки
day p 1 сутки

day
12 сутки

day р 1 сутки
day

12 сутки
day р 1 сутки

day
12 сутки

day р 1 сутки
day

12 сутки
day р

ОПСС
TPVR

1947,78 
(1779,90‒2270,14)

1887,41 
(1788,37‒2091,08) 0,255 1721,34 

(1665,99‒2034,06)
1868,77 

(1702,94‒2227,91) 0,561 1920,90 
(1729,58‒1979,42)

1802,33 
(1723,79‒2138,44) 0,713 1817,02 

(1585,09‒2169,83)
2089,90 

(1635,50‒2359,76) 0,212 1796,10 
(1315,10‒2104,01)

1715,99 
(1487,59‒2020,01) 0,045* 1705,99 

(1590,82‒1906,89)
1847,73 

(1705,18‒2067,42) 0,649 1968,35 
(1779,90‒2270,14)

1964,04 
(1788,37‒2091,08) 0,666

ДОПСС
PTPVR

1613,86 
(1322,19‒1702,79)

1478,87 
(1316,72‒1623,38) 0,116 1125,11 

(1045,96‒1174,17)
1157,67 

(1050,10‒1190,14) 0,047* 1560,10 
(1459,91‒1807,49)

1536,01 
(1403,34‒1648,34) 0,213 1238,97 

(1185,99‒1353,15)
1274,48 

(1185,28‒1434,49) 0,515 1495,72 
(1320,79‒1707,99)

1512,55 
(1263,54‒1786,12) 0,814 1353,44 

(1191,65‒1392,00)
1332,70 

(1250,78‒1402,66) 0,612 1378,90 
(1191,65‒1570,39)

1358,55 
(1198,93‒1536,01) 0,284

КОПСС
KTPVR

1,35  
(1,14‒1,50)

1,35
(1,20‒1,46) 0,801 1,68 (1,48‒1,79) 1,63  

(1,56‒1,80) 0,556 1,18 (1,02‒1,28) 1,19 (0,98‒1,35) 0,644 1,46 (1,24‒1,67) 1,59 (1,35‒1,70) 0,417 1,05 (0,92‒1,30) 1,02 (0,86‒1,18) 0,017* 1,30
(1,24‒1,46)

1,52
(1,20‒1,67) 0,361 1,30

(1,14‒1,57) 1,35 (1,16‒1,61) 0,598

УПСС
SPVR

46,25  
(34,35‒68,10) 37,90 (35,64‒62,37) 0,091 45,44 (38,58‒53,89) 44,05 (37,52‒55,49) 0,650 40,25 

(32,13‒46,01) 37,37 (31,98‒45,46) 0,182 48,27 
(37,47‒74,91)

56,69 
(47,05‒62,61) 0,441 44,81 

(40,04‒59,21)
41,76 

(38,83‒45,40) 0,695 51,36 
(50,27‒58,40)

54,45 
(50,72‒58,40) 0,398 47,49 

(40,74‒53,89)
47,33 

(36,89‒56,43) 0,487

ДУПСС
PSPVR

35,09  
(32,52‒40,39) 35,08 (31,72‒38,86) 0,116 27,90 (27,23‒31,52) 29,50 (27,02‒31,07) 0,650 35,33 

(33,55‒36,63) 34,63 (32,27‒36,17) 0,182 31,47 
(29,80‒34,84)

31,59 
(30,94‒34,84) 0,515 34,23 

(30,07‒37,73)
35,98 

(29,78‒37,92) 0,937 30,95 
(30,32‒31,52)

31,19 
(30,32‒31,55) 0,612 32,82 

(30,01‒36,17)
32,03 

(30,22‒35,85) 0,301

КУПСС
KSPVR

1,16  
(1,05‒1,72) 1,16 (1,08‒1,58) 0,176 1,55

(1,40‒1,75) 1,52 (1,32‒1,68) 0,650 1,25 (0,93‒1,42) 1,24 (0,91‒1,41) 0,477 1,56 (1,29‒1,89) 1,78 (1,52‒2,12) 0,260 1,42 (1,19‒1,60) 1,30
(1,16‒1,49) 0,433 1,77 (1,68‒1,92) 1,74

(1,61‒1,92) 0,176 1,43 (1,17‒1,75) 1,45 (1,18‒1,69) 0,763

ИРС
HWI

0,94
(0,90‒1,00) 0,89 (0,83‒1,16) 0,535 1,11 (0,88‒1,31) 0,99 (0,78‒1,15) 0,183 0,99 (0,69‒1,16) 0,99 (0,71‒1,09) 0,854 0,90

(0,59‒1,06) 0,73 (0,56‒0,90) 0,107 0,97 (0,79‒1,13) 1,01 (0,63‒1,16) 0,806 0,89 (0,56‒1,05) 0,77
(0,56‒1,05) 0,075 0,95 (0,73‒1,12) 0,90

(0,68‒1,10) 0,053

ИТС
VTI

0,59  
(0,55‒0,64) 0,579 (0,54‒0,60) 0,116 0,62

(0,50‒0,72) 0,53 (0,52‒0,72) 0,814 0,73 (0,54‒0,92) 0,66
(0,60‒0,92) 0,069 0,67 (0,48‒0,74) 0,54 (0,45‒0,67) 0,086 0,73 (0,56‒0,89) 0,73 (0,63‒0,87) 0,086 0,68

(0,50‒0,89)
0,63

(0,44‒0,81) 0,091 0,60
(0,56‒0,67) 0,56 (0,52‒0,60) 0,162

ИПУССК
IIBCVC

0,56  
(0,44‒0,69)

0,50
(0,48‒0,64) 0,310 0,71 (0,43‒0,95) 0,52 (0,48‒0,86) 0,249 0,81 (0,27‒0,94) 0,61 (0,39‒1,02) 0,594 0,62 (0,27‒0,77) 0,41 (0,24‒0,60) 0,110 0,64 (0,41‒0,99) 0,71 (0,39‒0,96) 0,937 0,63 (0,25‒0,81) 0,49 (0,25‒0,71) 0,237 0,64

(0,40‒0,94) 0,52 (0,37‒0,84) 0,167

ДМОК
PMBV

4,88  
(4,64‒5,17) 6,39 (6,29‒6,73) 4,61 (4,25‒4,98) 6,12 (5,36‒6,24) 4,38 (4,23‒4,52) 5,30 (5,00‒5,49) 5,14 (4,67‒5,99)

ДОО
BMR

1371,50
(1305,25‒1454,00)

1783,75
(1770,00‒1876,25)

1282,75
(1186,50‒1362,75)

1720,00
(1506,25‒1755,00)

1246,50
(1207,12‒1307,75)

1490,00
(1405,00‒1545,00)

1446,50
(1276,50‒1717,50)

ИМТ
BMI

28,12  
(24,91‒31,60) 28,63 (28,39‒34,60) 27,23 (25,71‒31,95) 27,24 (23,54‒29,35) 30,43 (28,53‒32,46) 26,36 (23,66‒27,77) 28,39 (26,02‒31,24)

ППТ
BSA

1,81  
(1,73‒1,94) 2,08 (1,98‒2,17) 1,77 (1,69‒1,88) 2,09 (1,87‒2,12) 1,77 (1,72‒1,84) 1,89 (1,77‒1,93) 1,88 (1,77‒2,08)

ДСИ
PCI

2,69  
(2,66‒2,70) 3,08 (3,02‒3,10) 2,54 (2,49‒2,59) 2,91 (2,86‒2,92) 2,50 (2,47‒2,51) 2,79 (2,78‒2,84) 2,70 (2,53‒2,92)

Примечание. ОПСС – общее периферическое сопротивление сосудов; ДОПСС – должное общее периферическое сосудистое сопротивление; 
коэффициент КОПСС=ОПСС/ДОПСС; УПСС – удельное периферическое сосудистое сопротивление; ДУПСС – должное удельное периферическое 
сосудистое сопротивление; коэффициент КУПСС=УПСС/ДУПСС; ИРС – индекс работы сердца; ИТС – индекс тонуса сосудов; ИПУССК – 
интегральный показатель уравновешенности сердечного и сосудистого компонентов. * Wilcoхons (р≤0,05) при сравнении 1 и 10 дня реабилитации.
Note. TPVR – Total peripheral vascular resistance; PTPVR – Proper total peripheral vascular resistance; The coefficient KTPVR=TPVR/PTPVR; SPVR – 
Specific peripheral vascular resistance; PSPVR – Proper specific peripheral vascular resistance; The coefficient KSPVR= SPVR/PSPVR; HWI – Heart work 
index; VTI–Vascular tone index; IIBCVC–Integral indicator of balance of cardiac and vascular components. * Wilcoхons (р≤0,05).

(р=0,091) и 3,06% (р=0,650) соответственно и в 3-й и 5-й 
группах на 7,16% (р=0,182) и 6,81% (р=0,695). В 4-й и 6-й 
группах, УПСС увеличивается на 17,44% (р=0,441) и 6,02% 
(р=0,398). УПСС во всех группах находится в диапазоне 
от 37,37 (31,98−45,46) до 56,69 (47,05−62,61).Для 7-й груп-
пы уменьшение ИРС составляет 5,26% (р=0,053). ИРС 
уменьшается во всех возрастных группах с 0,00% (р=0,854) 
до 18,89% (р=0,107), кроме увеличения в 5-й группе 
на 4,12% (р=0,806). ИРС во всех группах находится в диа-
пазоне от 0,73 (0,56−0,9) до 1,11 (0,88−1,31).

Для 7-й группы уменьшение ИТС составляет 6,67% 
(р=0,162). ИТС уменьшается во всех возрастных груп-
пах с 3,39% (р=0,116) до 19,40% (р=0,086), кроме уве-
личения в 5-й группе на 1,37% (р=0,086). ИТС во всех 
группах находится в диапазоне от 0,53 (0,52−0,72) до 0,73 
(0,56−0,89).

Для  7-й  группы уменьшение  ИПУССК 
составляет 18,75% (р=0,167). ИПУССК уменьшается 
во всех возрастных группах с 0,44% (р=0,594) до 22,39% 
(р=0,110), кроме 4-й группы на 33,87% (р=0,110). 
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Таблица 1/Table 1
Изменение по группам показателей сердечно-сосудистой системы в ходе проведения реабилитационных мероприятий Me (Q1 – Q3)
Changes in groups of cardiovascular system indicators during rehabilitation activities Me (Q1 – Q3)

П
ар

ам
ет

ры
Pa

ra
m

et
er

s

41‒59 лет/years (n=20) 60‒67 лет/years (n=25) 60‒67 лет/years (n=25) 68‒83 лет/years (n=21) 41‒83 лет/years (n=66)
1 группа женщины 

group women 
(n=7)

2 группа мужчины 
group men 

(n=13)

3 группа женщины  
group women 

(n=15)

4 группа мужчины  
group men  

(n=10

5 группа женщины  
group women  

(n=12)

6 группа
мужчины (n=9)
group men (n=9)

7 группа
женщины (n=34) + мужчины (n=32)
group women (n=34) + men (n=32)

1 сутки
day

10 сутки
day р 1 сутки

day
12 сутки

day р 1 сутки
day

12 сутки
day p 1 сутки

day
12 сутки

day р 1 сутки
day

12 сутки
day р 1 сутки

day
12 сутки

day р 1 сутки
day

12 сутки
day р

ОПСС
TPVR

1947,78 
(1779,90‒2270,14)

1887,41 
(1788,37‒2091,08) 0,255 1721,34 

(1665,99‒2034,06)
1868,77 

(1702,94‒2227,91) 0,561 1920,90 
(1729,58‒1979,42)

1802,33 
(1723,79‒2138,44) 0,713 1817,02 

(1585,09‒2169,83)
2089,90 

(1635,50‒2359,76) 0,212 1796,10 
(1315,10‒2104,01)

1715,99 
(1487,59‒2020,01) 0,045* 1705,99 

(1590,82‒1906,89)
1847,73 

(1705,18‒2067,42) 0,649 1968,35 
(1779,90‒2270,14)

1964,04 
(1788,37‒2091,08) 0,666

ДОПСС
PTPVR

1613,86 
(1322,19‒1702,79)

1478,87 
(1316,72‒1623,38) 0,116 1125,11 

(1045,96‒1174,17)
1157,67 

(1050,10‒1190,14) 0,047* 1560,10 
(1459,91‒1807,49)

1536,01 
(1403,34‒1648,34) 0,213 1238,97 

(1185,99‒1353,15)
1274,48 

(1185,28‒1434,49) 0,515 1495,72 
(1320,79‒1707,99)

1512,55 
(1263,54‒1786,12) 0,814 1353,44 

(1191,65‒1392,00)
1332,70 

(1250,78‒1402,66) 0,612 1378,90 
(1191,65‒1570,39)

1358,55 
(1198,93‒1536,01) 0,284

КОПСС
KTPVR

1,35  
(1,14‒1,50)

1,35
(1,20‒1,46) 0,801 1,68 (1,48‒1,79) 1,63  

(1,56‒1,80) 0,556 1,18 (1,02‒1,28) 1,19 (0,98‒1,35) 0,644 1,46 (1,24‒1,67) 1,59 (1,35‒1,70) 0,417 1,05 (0,92‒1,30) 1,02 (0,86‒1,18) 0,017* 1,30
(1,24‒1,46)

1,52
(1,20‒1,67) 0,361 1,30

(1,14‒1,57) 1,35 (1,16‒1,61) 0,598

УПСС
SPVR

46,25  
(34,35‒68,10) 37,90 (35,64‒62,37) 0,091 45,44 (38,58‒53,89) 44,05 (37,52‒55,49) 0,650 40,25 

(32,13‒46,01) 37,37 (31,98‒45,46) 0,182 48,27 
(37,47‒74,91)

56,69 
(47,05‒62,61) 0,441 44,81 

(40,04‒59,21)
41,76 

(38,83‒45,40) 0,695 51,36 
(50,27‒58,40)

54,45 
(50,72‒58,40) 0,398 47,49 

(40,74‒53,89)
47,33 

(36,89‒56,43) 0,487

ДУПСС
PSPVR

35,09  
(32,52‒40,39) 35,08 (31,72‒38,86) 0,116 27,90 (27,23‒31,52) 29,50 (27,02‒31,07) 0,650 35,33 

(33,55‒36,63) 34,63 (32,27‒36,17) 0,182 31,47 
(29,80‒34,84)

31,59 
(30,94‒34,84) 0,515 34,23 

(30,07‒37,73)
35,98 

(29,78‒37,92) 0,937 30,95 
(30,32‒31,52)

31,19 
(30,32‒31,55) 0,612 32,82 

(30,01‒36,17)
32,03 

(30,22‒35,85) 0,301

КУПСС
KSPVR

1,16  
(1,05‒1,72) 1,16 (1,08‒1,58) 0,176 1,55

(1,40‒1,75) 1,52 (1,32‒1,68) 0,650 1,25 (0,93‒1,42) 1,24 (0,91‒1,41) 0,477 1,56 (1,29‒1,89) 1,78 (1,52‒2,12) 0,260 1,42 (1,19‒1,60) 1,30
(1,16‒1,49) 0,433 1,77 (1,68‒1,92) 1,74

(1,61‒1,92) 0,176 1,43 (1,17‒1,75) 1,45 (1,18‒1,69) 0,763

ИРС
HWI

0,94
(0,90‒1,00) 0,89 (0,83‒1,16) 0,535 1,11 (0,88‒1,31) 0,99 (0,78‒1,15) 0,183 0,99 (0,69‒1,16) 0,99 (0,71‒1,09) 0,854 0,90

(0,59‒1,06) 0,73 (0,56‒0,90) 0,107 0,97 (0,79‒1,13) 1,01 (0,63‒1,16) 0,806 0,89 (0,56‒1,05) 0,77
(0,56‒1,05) 0,075 0,95 (0,73‒1,12) 0,90

(0,68‒1,10) 0,053

ИТС
VTI

0,59  
(0,55‒0,64) 0,579 (0,54‒0,60) 0,116 0,62

(0,50‒0,72) 0,53 (0,52‒0,72) 0,814 0,73 (0,54‒0,92) 0,66
(0,60‒0,92) 0,069 0,67 (0,48‒0,74) 0,54 (0,45‒0,67) 0,086 0,73 (0,56‒0,89) 0,73 (0,63‒0,87) 0,086 0,68

(0,50‒0,89)
0,63

(0,44‒0,81) 0,091 0,60
(0,56‒0,67) 0,56 (0,52‒0,60) 0,162

ИПУССК
IIBCVC

0,56  
(0,44‒0,69)

0,50
(0,48‒0,64) 0,310 0,71 (0,43‒0,95) 0,52 (0,48‒0,86) 0,249 0,81 (0,27‒0,94) 0,61 (0,39‒1,02) 0,594 0,62 (0,27‒0,77) 0,41 (0,24‒0,60) 0,110 0,64 (0,41‒0,99) 0,71 (0,39‒0,96) 0,937 0,63 (0,25‒0,81) 0,49 (0,25‒0,71) 0,237 0,64

(0,40‒0,94) 0,52 (0,37‒0,84) 0,167

ДМОК
PMBV

4,88  
(4,64‒5,17) 6,39 (6,29‒6,73) 4,61 (4,25‒4,98) 6,12 (5,36‒6,24) 4,38 (4,23‒4,52) 5,30 (5,00‒5,49) 5,14 (4,67‒5,99)

ДОО
BMR

1371,50
(1305,25‒1454,00)

1783,75
(1770,00‒1876,25)

1282,75
(1186,50‒1362,75)

1720,00
(1506,25‒1755,00)

1246,50
(1207,12‒1307,75)

1490,00
(1405,00‒1545,00)

1446,50
(1276,50‒1717,50)

ИМТ
BMI

28,12  
(24,91‒31,60) 28,63 (28,39‒34,60) 27,23 (25,71‒31,95) 27,24 (23,54‒29,35) 30,43 (28,53‒32,46) 26,36 (23,66‒27,77) 28,39 (26,02‒31,24)

ППТ
BSA

1,81  
(1,73‒1,94) 2,08 (1,98‒2,17) 1,77 (1,69‒1,88) 2,09 (1,87‒2,12) 1,77 (1,72‒1,84) 1,89 (1,77‒1,93) 1,88 (1,77‒2,08)

ДСИ
PCI

2,69  
(2,66‒2,70) 3,08 (3,02‒3,10) 2,54 (2,49‒2,59) 2,91 (2,86‒2,92) 2,50 (2,47‒2,51) 2,79 (2,78‒2,84) 2,70 (2,53‒2,92)

Примечание. ОПСС – общее периферическое сопротивление сосудов; ДОПСС – должное общее периферическое сосудистое сопротивление; 
коэффициент КОПСС=ОПСС/ДОПСС; УПСС – удельное периферическое сосудистое сопротивление; ДУПСС – должное удельное периферическое 
сосудистое сопротивление; коэффициент КУПСС=УПСС/ДУПСС; ИРС – индекс работы сердца; ИТС – индекс тонуса сосудов; ИПУССК – 
интегральный показатель уравновешенности сердечного и сосудистого компонентов. * Wilcoхons (р≤0,05) при сравнении 1 и 10 дня реабилитации.
Note. TPVR – Total peripheral vascular resistance; PTPVR – Proper total peripheral vascular resistance; The coefficient KTPVR=TPVR/PTPVR; SPVR – 
Specific peripheral vascular resistance; PSPVR – Proper specific peripheral vascular resistance; The coefficient KSPVR= SPVR/PSPVR; HWI – Heart work 
index; VTI–Vascular tone index; IIBCVC–Integral indicator of balance of cardiac and vascular components. * Wilcoхons (р≤0,05).

ИПУССК во всех группах находится в диапазоне от 0,41 
(0,24−0,6) до 0,81 (0,27−0,94).

Обсуждение

Ведущая роль в поддержании адаптационного потен-
циала организма человека принадлежит ССС. Оценка ин-
дексов функционирования ССС в процессе реабилита-
ционного лечения играет важную роль для определения 
функциональных особенностей пациента, адаптацион-
ных резервов организма и эффективности реабилитации.

Одним из определяющих факторов, оказывающих 
влияние на уровень артериального давления и поддер-
жание относительного постоянства среднего динамиче-
ского давления, является периферическое сопротивление 
сосудистого русла. Для оценки периферического сопро-

тивления необходимо знать степень проходимости пре-
капиллярного русла. Расчёт периферического сопротив-
ления позволяет изучить артериальный тонус и его изме-
нения в различных физиологических и патологических 
условиях.

1. ОПСС является одним из основных факторов, опре-
деляющих колебания АД, и отражает постнагрузку. Изме-
нение ОПСС имеет направленность, прямо противопо-
ложную значению сердечного индекса (СИ). СИ – индек-
сированный показатель гемодинамики, характеризующий 
хроно- и инотропную функции сердца. СИ, как отношение 
минутного объема кровообращения к площади 
поверхности тела, является показателем насосной 
функции сердца [7]. ОПСС определяется степенью суже-
ния резистивных сосудов, к которым относятся артериолы 
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и венулы, расположенные в пре- и посткапиллярных обла-
стях сосудистого русла [12]. По мере увеличения возраста 
снижается растяжимость кровеносных сосудов, и, как 
следствие приводит к постепенному увеличению ОПСС, 
что приводит к снижению выброса минутного объема 
крови примерно на 1 % каждый год после 30 лет [13].

После проведения реабилитационного лечения, во 2-й 
и 6-й группах мужчин отмечается увеличение показате-
ля ОПСС в рамках диапазона РЗ; в 4-й группе наблюда-
ется повышение ОПСС, выходящее за границы диапазо-
на, что свидетельствует об отрицательной динамике со-
стояния суммарной проходимости прекапиллярного русла, 
повышении тонического напряжения артериальных сте-
нок и сопротивления резистивных сосудов [14]. У жен-
щин, во всех возрастных группах, отмечается снижение 
показателя ОПСС: в 1-й и 3-й группах от исходно высоких 
значений ОПСС в рамки границ РЗ; в 5 группе – сниже-
ние ОПСС в границах РЗ [15, 16]. В целом, для 7-й груп-
пы, значения ОПСС, характеризующих суммарное гидрав-
лическое сопротивление потоку крови общим микроцир-
куляторным руслом, уменьшаются в сторону границ РЗ 
(1100−1900 дин × см-1 × см-5) [17].

2. Границы РЗ ДОПСС в доступных литературных 
источниках (РИНЦ, PubMed) не обнаружены. Исходя 
из формулы ДОПСС = 80×СрГД/ДМОК, рассчитан диапа-
зон РЗ индекса для здорового человека по следующим дан-
ным. Границы РЗ СрГД составляют 70−100 мм рт. ст. [15].  
Большинство должных показателей гемодинамики 
вычисляется исходя из базовой формулы должного 
минутного объема крови (ДМОК, л/мин), предложенной 
Савицким Н.Н., с учетом интенсивности обменных 
процессов [18]. ДМОК = ДОО/281, где ДОО – это 
должный основной обмен, рассчитываемый по формулам 
Харриса-Бенедикта, учитывающими, что основной обмен 
зависит от пола, возраста и массы тела [7]. Должный ос-
новной обмен (формула Маффина-Джеора, взамен Хар-
риса Бенедикта) рассчитан по формуле ДОО = BMR = 
(10 × вес в кг) + (6,25 × рост в см) − (5 × возраст в годах) 
+/− коэффициент (−161 для женщин или + 5 для муж-
чин). Границы диапазона РЗ ДОО: 2100−4200 (мужчины) 
и 1800−3050 (женщины) [19, 20]. Рассчитанный ДМОК 
составляет: для мужчин (7,47−14,95 у.е), для женщин 
(6,41−10,85 у.е). Соответственно, значения ДОПСС со-
ставляют: для мужчин (374,6−1071,0 у.е), для женщин 
(516,1−1248,1 у.е). Учитывая разброс этих значений, це-
лесообразно установить границы диапазона нормаль-
ных физиологических значений, как среднее значение 
+/− 10%, т.е. значения ДОПСС для мужчин 650−800 у.е, 
для женщин 800−970 у.е. Наряду с этим, необходимо отме-
тить и мнение других авторов о том, что формулы ОПСС 
и ДОПСС применимы не для расчетов, а для демонстра-

ции пропорциональности зависимостей, так как ОПСС 
зависит от длины сосуда, его радиуса и вязкости крови, 
которые нередко изменяются независимо друг от друга. 
Соответственно, в табл. 1, динамика изменения (сниже-
ние показателей ДОПСС в группах 1, 3, 6, 7) в сторону 
рассчитанных РЗ оценивается как положительная; 
движение в противоположную сторону (группа 2, 4, 5) – 
как отрицательный качественный показатель.

3. КОПСС сравнивает фактические значения 
параметров гемодинамики с должными показателями 
здорового человека. Положительная динамика наблюда-
ется во 2-й и 5-й группах, что указывает на улучшение со-
стояния ССС. Отрицательная динамика КОПСС во всех 
остальных группах и для всей группы пациентов (n=66) 
свидетельствует о снижении адаптационных возможно-
стей при проведении реабилитационных мероприятий 
и указывает на необходимость их корректировки.

4. УПСС – показатель, отражающий сопротивление 
току крови на данном участке сосудистой системы. В аор-
те сопротивление току крови минимально, в артериях со-
противление увеличивается, но незначительно, поскольку 
артерии – это крупные сосуды с большим радиусом. Ар-
териолы имеют хорошо развитую мышечную оболочку 
и могут резко уменьшать свой просвет за счёт сокращений. 
Артериолы длиннее капилляров и представляют собой 
ветвистые и извитые сосуды с турбулентным током 
крови. В артериолах самое высокое сопротивление току 
крови, поэтому их называют резистивными сосудами. 
В капиллярах сопротивление току крови немного меньше, 
чем в артериолах, поскольку капилляры – это узкие, 
но короткие сосуды. Цепочечный характер кровотока 
обеспечивает низкое внутреннее сопротивление. 
В венозном русле сопротивление току крови уменьшается, 
поскольку просвет сосудов увеличивается. Низкое 
сопротивление крови в крупных венах облегчает её возврат 
к сердцу [21].

Считается, что УПСС более точно отражает резистент-
ность сосудистого русла по отношению к антропометриче-
ским параметрам организма. По некоторым данным, сопро-
тивление в периферических сосудах большого круга кро-
вообращения может варьироваться в широких пределах 
от 1200 до 2500 дин. Однако из-за значительных колебаний 
этих показателей их нельзя использовать для индивидуаль-
ной оценки состояния прекапиллярного русла [21].

Для уточнения показателя Н.Н. Савицким было раз-
работано понятие удельного периферического сопротив-
ления. Определение этого показателя позволяет не только 
оценить проходимость прекапиллярного русла, но и опре-
делить – насколько фактическое сопротивление отличает-
ся от индивидуальной нормы для конкретного человека 
и насколько оно соответствует рабочему сопротивлению.
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РЗ УПСС: 35‒45 у.е. УПСС представляет собой сум-
марное сопротивление крови, наблюдаемое в основном, 
в артериолах. Этот показатель важен для оценки изме-
нения тонуса сосудов при различных физиологических 
состояниях. При гипертонической болезни имеет место 
значительный рост УПСС: в покое у таких больных УПСС 
может достигать значений от 50 до 70 у.е. [22].

Из табл. 1 следует, что динамика увеличения УПСС 
вне диапазона РЗ в 4-й и 6-й группах (и минимальное 
снижение в 7-й группе) свидетельствует об увеличе-
нии тонического напряжения артериальных стенок и со-
противления резистивных сосудов, а также о сниже-
нии проходимости прекапиллярного русла [22], что ука-
зывает на напряжение механизмов адаптации системы 
кровообращения [16]. Наряду с этим, динамика движе-
ния значений в сторону диапазона РЗ в 1-й и 2-й груп-
пах и нахождение значений в диапазоне РЗ в 3-й и 5-й 
группах показывает эффективность реабилитационно-
го лечения.

5. Границы РЗ ДУПСС в доступных литератур-
ных источниках (РИНЦ, PubMed) не обнаружены. Ис-
ходя из формулы ДУПСС = СрГД/ДСИ рассчитан диа-
пазон значений индекса здорового человека по следую-
щим данным: границы РЗ СрГД составляют 70−100 мм 
рт. ст. [15]; должный сердечный индекс (ДСИ, мл/м2) рас-
считывали по формуле: ДСИ = ДМОК/ППТ (мл/м2) [7]. 
Границы РЗ ДМОК: мужчины (7,47−14,95 у.е), женщи-
ны (6,41−10,85 у.е.), а нормальное значение площади аб-
солютной поверхности тела (ППТ) составляет для жен-
щин 1,71 м2 и для мужчин 1,91 м2 [23]. При этом, ДМОК = 
ДОО/281, где диапазон РЗ ДОО (должный основной 
обмен) составляет 2100−4200 (мужчины) и 1800−3050 
(женщины). Соответственно, диапазон РЗ должного 
сердечного индекса (ДСИ) в состоянии покоя составляют 
для мужчин (3,91−7,83), для женщин (3,74−6,35) у.е. 
Таким образом, значение РЗ ДУПСС составят: для мужчин 
(9,0−26,0 у.е), для женщин (11,00−27,00 у.е).

Исходя из табл. 1 следует, что ДУПСС имеет положи-
тельную динамику и направлены к границам РЗ в 3-й и 7-й 
группах и отрицательную во 2-й, 4-й, 5-й, 6-й группах, 
а также и в 1-й группе, учитывая незначительное снижение.

6. КУПСС сравнивает фактические значения 
параметров гемодинамики с должными показателями 
здорового человека и определяет степень проходимости 
сосудов. Положительная динамика КУПСС наблюдается 
во 2-й, 5-й и 6-й группах, что указывает на улучшение со-
стояния ССС. Отрицательная динамика во всех остальных 
группах (в т.ч. 1-й и 3-й, т.к. уменьшение незначительное) 
свидетельствует о снижении адаптационных возможно-
стей организма при проведении реабилитационных меро-
приятий и указывает на необходимость их корректировки.

7. Информативным параметром, подтверждающим 
эффективность реабилитационных физических нагрузок, 
является индекс работы сердца (ИРС). ИРС характеризу-
ет интенсивность сердечной деятельности при мышеч-
ной активности, определяет объем крови, выбрасываемой 
сердцем за одну систолу, и отражает потребление мио-
кардом кислорода. [24, 25]. Границы РЗ ИРС в доступных 
литературных источниках (РИНЦ, PubMed) не обнару-
жены. Исходя из формулы, ИРС = УОС/ЧСС, рассчитан 
диапазон РЗ индекса здорового человека по следую-
щим данным: границы РЗ, для ударного объёма сердца 
(УОС) – 50−75 мл., для частоты сердечных сокращений 
(ЧСС) 60−90 уд/мин [15]. Соответственно, диапазон РЗ 
ИРС составляет 0,56−1,25 у.е. По мнению отдельных 
авторов, в норме показатель должен быть больше 1,0 
[10]. Автор другой работы считает, что с повышением 
ИРС от 0,87 до 0,97 у.е. возрастает напряжение 
функционирования сердечно-сосудистой системы [14]. 
Наряду с этим, некоторые авторы высказывают мнение, 
что снижение показателя ИРС [26] на 15,1% (р<0,05) 
с 100,5 до 94,5 (с 1,00 до 0,95 в сопоставимых едини-
цах) свидетельствует о повышении функциональных 
резервов миокарда и уменьшении его потребности 
в кислороде [27]. Также утверждается, что снижение 
ИРС с 1,33 до 0,61 у.е. свидетельствует об оптимизации 
экономичности движения [25].  Качественная 
оценка ИРС, представленная в табл. 2, определена 
по динамике увеличения ИРС. Таким образом, с учетом 
вышесказанного, положительная динамика наблюдается 
только в 5-й группе женщин.

8. Границы РЗ ИТС в доступных литературных источ-
никах (РИНЦ, PubMed) не обнаружены. Исходя из форму-
лы, ИРС = ПД/ДАД, рассчитан диапазон РЗ ТРС для здо-
рового человека по следующим данным: границы РЗ для 
пульсового давления (ПД) 30−50 мм рт. ст. и диастоличе-
ского АД (ДАД) 60−90 мм рт. ст. [15]. Соответственно, 
расчётный диапазон РЗ ИТС: 0,33−0,83. Тем не менее, 
целесообразно определить РЗ ИТС от 0,52 до 0,64 у.е. (ср. 
значение +/− 10%). Таким образом, ИТС в 1-й, 2-й и 7-й 
группах находится в границах РЗ. Динамика снижения ИТС 
в сторону РЗ в 3-й, 4-й и 6-й группах мужчин положительна, 
что свидетельствует о тенденции к снижению напряжения 
стенок сосудов, улучшению функционирования системы 
кровообращения и, следовательно, улучшению снабжения 
кислородом головного мозга. В 5-й группе наблюдается 
отрицательная динамика.

9. ИПУССК – показатель регуляции сосудистого то-
нуса. Границы РЗ доступных литературных источни-
ках (РИНЦ, PubMed) не обнаружены. Исходя из форму-
лы, ИПУССК = ИРС×ИТС, рассчитан диапазон значе-
ний индекса здорового человека по следующим данным: 
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границы РЗ: индекс работы сердца (ИРС) 0,56−1,25; ин-
декс тонуса сосудов (ИТС) 0,33−0,83. Соответственно, 
расчётный диапазон РЗ ИПУССК составит 0,185−1,038 
у.е. Целесообразно определить диапазон РЗ: 0,5−0,7 
у. ед. (ср. значение +/− 10%), что согласуется с данны-
ми других авторов (в норме – больше 0,5 у.е) [10]. Зна-
чения ИПУССК ниже 0,5 у.е. указывают на дисрегу-
ляцию сосудистого тонуса в 4-й группе [14]. Значения 
ИПУССК в пределах РЗ зафиксированы в 1-й, 6-й и 7-й 
группах и фактически (с минимальными отклонения-
ми) в 2 и 5 группах. Положительная динамика сниже-
ния ИПУССК наблюдалась в 3-й группе.

Определение диапазонов РЗ: ДУПСС, ДМОК, ДСИ, 
ДОО, ППТ, КУПСС, ИРС, ИТС, ИПУССК имеет дискус-
сионный характер. Авторы будут весьма благодарны всем, 
кто найдет возможным высказать свои замечания по дан-
ному вопросу.

Из таблицы 2 видно, что положительная динамика 
качественных изменений индексов состояния перифери-
ческого кровообращения и показателей уравновешенности 
сердечного и сосудистого компонентов ССС отмечается 
во всех возрастных группах, кроме группы мужчин 60‒67 
лет. Таким образом, положительная тенденция функцио-
нирования ССС на 2-м этапе проведения реабилитаци-

Таблица 2/Table 2
Динамика изменений показателей функционирования ССС при проведении реабилитационных мероприятий 2-го этапа 
у пациентов с нарушением функции ЦНС (n=66)
Dynamics of changes in the indices of cardiovascular system functioning during rehabilitation activities of stage 2 in patients with CNS 
dysfunction (n=66)

Параметры  
Parameters

41‒59 лет/ years
(n=20)

60‒67 лет/ years
(n=25)

68‒83 лет/ years
(n=21)

41‒83 лет/ years
(n=66)

1 группа
женщины 

group women 
(n=7)

2 группа  
мужчины 
group men 

(n=13)

3 группа
женщины

group women 
(n=15)

4 группа  
мужчины
group men 

(n=10)

5 группа
женщины

group women 
(n=12)

6 группа
мужчины 
group men 

(n=9)

7 группа  
женщины (n=34) +  
мужчины (n=32)

group women (n=34)
+ men (n=32)

ОПСС
TPVR -3,10% + 8,56% + -6,17% + 15,02% – -4,46% + 8,31% + -0,22% +

ДОПСС
PTPVR -8,36% + 2,89% – -1,54% + 2,87% – 1,13% – -1,53% + -1,48% +

КОПСС
KTPVR 0,00% – -2,98% + 0,85% – 8,90% – -2,86% + 16,92% – 3,85% –

УПСС
SPVR -18,05% + -3,06% + -7,16% + 17,44% – -6,81% + 6,02% – -0,34% –

ДУПСС
PSPVR -0,03% – 5,73% – -1,98% + 0,38% – 5,11% – 0,78% – -2,41% +

КУПСС
KSPVR -0,86% – -1,94% + -0,80% – 14,10% – -8,45% + -1,69% + 1,40% –

ИРС
HWI -5,32% – -10,81% – 0,00% – -18,89% – 4,12% + -13,48% – -5,26% –

ИТС
VTI -3,39% + -14,52% + -9,59% + -19,40% + 1,37% – -7,35% + -6,67% +

ИПУССК
IIBCVC -10,71% + -26,76% + -24,69% + -33,87% – 10,94% + -20,63% + -18,75% +

Динамика
Dynamics + + + – + + +

Примечание. Количественные показатели приведены в %, качественные изменения: «+» – положительные изменения или нахождение показателя 
в границах референсных значений, «–» – отрицательные изменения или нахождение показателя вне границ референсных значений. ОПСС – общее 
периферическое сопротивление сосудов; ДОПСС – должное общее периферическое сосудистое сопротивление; коэффициент КОПСС=ОПСС/
ДОПСС; УПСС – удельное периферическое сосудистое сопротивление; ДУПСС – должное удельное периферическое сосудистое сопротивление; 
коэффициент КУПСС=УПСС/ДУПСС; ИРС – индекс работы сердца; ИТС – индекс тонуса сосудов; ИПУССК – интегральный показатель 
уравновешенности сердечного и сосудистого компонентов.
Note. Quantitative indices are given in %, qualitative changes: “+”– positive changes or the index being within the limits of the reference values, “–”– neg-
ative changes or the index being outside the limits of the reference values. TPVR – Total peripheral vascular resistance; PTPVR – Proper total peripheral 
vascular resistance; The coefficient KTPVR=TPVR/ PTPVR; SPVR – Specific peripheral vascular resistance; PSPVR – Proper specific peripheral vascu-
lar resistance; The coefficient KSPVR= SPVR/ PSPVR; HWI – Heart work index; VTI–Vascular tone index; IIBCVC–Integral indicator of balance of car-
diac and vascular components.
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онных мероприятий после перенесенного ишемического 
инсульта отмечается в целом, по всем группам пациентов 
(n=66), в 83,33% наблюдений.

Заключение

1. Анализ значений индексов состояния перифе-
рического кровообращения и показателей уравнове-
шенности сердечного и сосудистого компонентов ССС 
характеризует эффективность реабилитационного лечения 
и необходимость его корректировки.

2. У женщин положительная динамика функциониро-
вания ССС наблюдается в 1,7 раза чаще, чем у мужчин.

3. Показатели периферического сосудистого сопротив-
ления и уравновешенности сердечно-сосудистой системы, 
совместно с другими индексами гемодинамики являются 
основой для разработки плана проведения 3-го этапа реа-
билитационных мероприятий для пациентов, перенёсших 
ишемический инсульт.

4. Определение границ физиологической нормы от-
дельных индексов ССС носит дискуссионный характер 
и нуждается в дополнительной проработке.
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Калитин К.Ю.1,2,3, Муха О.Ю.1,2, Войнов В.Б.3

Биопотенциал-опосредованный подход к анализу эффектов производного 
бензимидазола с 5-HT2A антагонистической активностью и оценка его антипсихотической 
активности на модели неонатальной деструкции гиппокампа у крыс

1 ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Минздрава России, 400131, Волгоград, Россия,  
пл. Павших Борцов, д. 1;

2 Научный центр инновационных лекарственных средств ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский 
университет» Минздрава России, 400087, Волгоград, Россия, ул. Новороссийская, д. 39;

3 ФГАОУ ВО «Южный федеральный университет», 344006, Ростов-на-Дону, Россия, ул. Большая Садовая, д. 105/42

Введение. В последние годы активно изучается роль серотонинергической системы в патогенезе шизофрении, 
уделяется особое внимание 5-HT2A рецепторам как потенциальным фармакологическим мишеням. Цель иссле-
дования – оценить антипсихотическую активность нового производного бензимидазола РУ-31 с 5-HT2A анта-
гонистической активностью, используя методы анализа биоэлектрической активности мозга и поведенческие 
тесты на модели психоза, вызванного неонатальной деструкцией вентрального гиппокампа у крыс.
Методика. Крысам (250-290 г) выполняли имплантацию электродов для регистрации биоэлектрической актив-
ности мозга, обработку данных осуществляли с помощью сверточного автоэнкодера и алгоритма UMAP, прово-
дили расчет расстояний между кластерами сигналов в параметрическом пространстве. Изменения активности 
мозга после введения вещества РУ-31 сравнивали с выборкой референтных препаратов (хлорпромазин, гало-
перидол, клозапин, рисперидон, кветиапин, амитриптилин, флуоксетин, пароксетин, эсциталопрам, кетансерин, 
ципрогептадин, гидроксизин, суматриптан, ондансетрон, атропин, супрастин). В следующей серии опытов, у крыс 
моделировали психоз путем двусторонней инъекции иботеновой кислоты (1,5 мкг) в вентральный гиппокамп 
на 7-й день постнатального развития. Были выделены группы: контроль (физиологический раствор 10 мл/кг); 
РУ-31 (10 мг/кг); клозапин (7,5 мг/кг) и ложнооперированные животные, поведение которых затем оценивали 
в установке открытого поля, в тесте на социальное взаимодействие и тесте распознавания нового объекта.
Результаты. Анализ изменений биоэлектрической активности мозга показал высокое сходство вещества РУ-31 
с клозапином (коэффициент сходства 0,764) и кетансерином (коэффициент сходства 0,756). В тесте «Открытое 
поле» животные после инъекции иботеновой кислоты показали гиперлокомоцию (Me=98 пересечений, IQR=50, 
p<0,01). Введение РУ-31 привело к ее снижению (Me=58, IQR=38,75, p<0,05), аналогичное действие оказывал кло-
запин (Me=47, IQR=40, p<0,01). В тесте на социальное взаимодействие РУ-31 увеличивал время активного пове-
дения до Me=227,6 с (IQR=59,5, p<0,05), тогда как клозапин не оказал значимого эффекта (Me=152,8, IQR=91,4, 
p>0,05). В тесте распознавания нового объекта РУ-31 и клозапин увеличивали коэффициент дискриминации в 
фазе долговременного удержания (Me=0,73, IQR=0,34 и Me=0,68, IQR=0,32, p<0,05 соответственно).
Заключение. Результаты исследования подтверждают антипсихотический потенциал РУ-31, особенно в кор-
рекции негативной и когнитивной симптоматики, что делает его перспективным кандидатом для лечения рези-
стентных психотических расстройств.

Ключевые слова: 5-HT2A рецепторы; атипичные антипсихотики; шизофрения; ЭЭГ; моделирование психоза
Для цитирования: Калитин К.Ю., Муха О.Ю., Войнов В.Б. Биопотенциал-опосредованный подход к анализу 
эффектов производного бензимидазола с 5-HT2A антагонистической активностью и оценка его антипсихо-
тической активности на модели неонатальной деструкции гиппокампа у крыс. Патологическая физиология и 
экспериментальная терапия. 2025; 69(3): 63–73.
DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.63-73

Участие авторов: концепция и дизайн исследования, написание и редактирование текста – Калитин К.Ю.; сбор и 
статистическая обработка данных, написание и редактирование текста – Муха О.Ю.; анализ литературных данных, 
написание и редактирование текста – Войнов В.Б. Утверждение окончательного варианта статьи – все соавторы.
Для корреспонденции: Муха Ольга Юрьевна, e-mail: olay.myha14@gmail.com
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Поступила 28.06.2025
Принята к печати 25.08.2025
Опубликована 30.09.2025

К СОДЕРЖАНИЮ

mailto:olay.myha14@gmail.com


64

Оригинальные исследованияПатологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.63-73

Kalitin K.Yu.1,2,3, Mukha O.Yu.1,2, Voynov V.B.3

A biopotential-mediated approach to studying the effects of a benzimidazole derivative  
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Introduction. In recent years, the role of the serotonergic system in the pathogenesis of schizophrenia has been exten-
sively studied with a particular focus on 5-HT2A receptors as pharmacological targets. The aim of the study was to eval-
uate the antipsychotic activity of the novel benzimidazole derivative, RU-31, with a 5-HT2A antagonist activity by anal-
ysis of brain bioelectrical activity and behavioral tests in a rat model of psychosis induced by neonatal ventral hippo-
campal lesions.
Methods. Rats (250-290 g) were implanted with electrodes to record the bioelectrical activity of the brain. Data were 
processed using a convolutional autoencoder and the UMAP algorithm, and then distances between signal clusters in 
the parametric space were calculated. Changes in the brain activity after the administration of RU-31 were compared 
with reference drugs (chlorpromazine, haloperidol, clozapine, risperidone, quetiapine, amitriptyline, fluoxetine, paroxetine, 
escitalopram, ketanserin, cyproheptadine, hydroxyzine, sumatriptan, ondansetron, atropine, suprastin). Psychosis was 
modeled in rats by bilateral injection of ibotenic acid (1.5 μg) into the ventral hippocampus on postnatal day 7. The fol-
lowing groups were formed: control (saline 10 ml/kg); RU-31 (10 mg/kg); clozapine (7,5 mg/kg), and sham-operated ani-
mals. The groups were then evaluated using the open field test, social interaction test, and novel object recognition test.
Results. Analysis of the brain bioelectrical activity showed that RU-31 had a high degree of similarity to both clozapine 
(similarity coefficient 0.764) and ketanserin (similarity coefficient 0.756). In the open field test, rats with ibotenic acid- 
induced lesions displayed hyperlocomotion (Me = 98 crossings, IQR = 50, p<0.01). Administration of RU-31 significantly 
reduced hyperlocomotion (Me = 58, IQR = 38.75, p<0.05), with a comparable effect observed for clozapine (Me = 47,  
IQR = 40, p<0.01 ). In the social interaction test, RU-31 significantly increased the active behavior duration (Me = 227.6 s,  
IQR = 59.5, p<0.05), whereas clozapine did not induce a statistically significant effect (Me = 152.8, IQR = 91.4, p>0.05). 
In the novel object recognition test, RU-31 and clozapine enhanced the discrimination index in the long-term retention 
phase (Me=0.73, IQR=0.34, and Me=0.68, IQR=0.32, p<0.05, respectively).
Conclusion. The findings confirm the antipsychotic potential of RU-31, particularly in addressing negative and cognitive 
symptoms, suggesting its promise as a candidate for treating refractory psychotic disorders.
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Введение

Шизофрения является одним из наиболее серьезных 
инвалидизирующих психических расстройств, которое по-

ражает около 1% населения во всем мире [1]. Основные 
клинические проявления шизофрении включают позитив-
ные (галлюцинации, бред, расстройства мышления), не-
гативные (снижение эмоциональной реакции, отсутствие 
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мотивации и социальной активности) и когнитивные на-
рушения (ослабление памяти, внимания и исполнитель-
ных функций) [2]. Несмотря на значительный прогресс 
в понимании патофизиологических механизмов шизофре-
нии, фармакотерапия данного заболевания остается одной 
из наиболее сложных задач в современной психиатрии. 
Современные антипсихотические препараты, в первую 
очередь воздействующие на дофаминергическую систе-
му, обладают значительным терапевтическим потенциа-
лом в отношении позитивных симптомов. Однако они за-
частую оказываются неэффективными в отношении не-
гативных симптомов и когнитивных нарушений, а также 
ассоциируются с выраженными побочными эффектами, 
что ограничивает их применение и требует поиска новых, 
более эффективных и безопасных подходов к лечению [3].

В последние годы все больше внимания уделяется 
роли серотонинергической системы в патогенезе шизоф-
рении [4]. Исследования показывают, что у пациентов 
с шизофренией наблюдаются изменения в уровнях серо-
тонина и его метаболитов, а также в экспрессии и функ-
ции серотониновых рецепторов. Особое значение прида-
ется 5-HT

2A
 рецепторам, антагонисты которых, такие как 

клозапин и рисперидон, проявляют высокую эффектив-
ность в лечении шизофрении, воздействуя как на пози-
тивные, так и на негативные симптомы [5].

Электрокортикографические методы широко применя-
ются в нейрофармакологических исследованиях [6]. Ранее 
нами была разработана технология оценки психотропного 
действия веществ на основе нейросетевой классификации 
сигналов биоэлектрической активности мозга [7]. Предло-
женный подход позволяет оценивать эффекты новых со-
единений в сравнении с референсной выборкой веществ. 
В настоящей работе проведен анализ сходства произво-
дного 1-(2-диэтиламиноэтил)-2-(4-метоксифенил)-ими-
дазо[1,2-а]бензимидазола (соединение РУ-31), проявив-
шего 5-HT

2A
 антагонистическую активность in vitro [8], 

с лекарственными препаратами, механизм действия и эф-
фекты которых связаны с патогенезом психотических со-
стояний, в латентном пространстве признаков, извлечен-
ных из электроэнцефалографических сигналов.

Для оценки антипсихотического действия химических 
соединений используются различные экспериментальные 
модели, которые воспроизводят отдельные аспекты пси-
хотических расстройств. Одной из наиболее хорошо изу-
ченных и высоковалидных является модель, основанная на 
введении иботеновой кислоты в вентральный гиппокамп 
новорожденных крыс [9]. Иботеновая кислота является 
нейротоксином, который избирательно разрушает нейро-
ны в области инъекции, вызывая структурные и функцио-
нальные изменения в гиппокампе и других областях мозга, 
аналогичные тем, что наблюдаются у пациентов с шизоф-

ренией. Животные с индуцированным поражением гип-
покампа демонстрируют ряд поведенческих нарушений, 
которые рассматриваются как аналоги позитивных, нега-
тивных и когнитивных симптомов шизофрении, включая 
гиперлокомоцию, снижение социального взаимодействия 
и нарушение распознавания нового объекта.

Цель исследования – изучение эффектов производ-
ного бензимидазола РУ-31 с 5-HT

2A
 антагонистической 

активностью, используя биопотенциал-опосредованный 
подход с последующей верификацией антипсихотиче-
ской активности на модели психотического расстрой-
ства, вызванного неонатальной деструкцией вентраль-
ного гиппокампа.

Методика

Для экспериментов использовали белых нелинейных 
крыс-самцов массой 250-290 г, выведенных в условиях 
вивария НЦИЛС ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава Рос-
сии. Животных содержали в стандартных условиях вива-
рия при 12-часовом световом цикле, диапазон температур 
составлял 22±2°С, со свободным доступом к пище и во-
де. Исследования проводились в соответствии с Европей-
ской Конвенцией о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 1986), а также принципам надлежащей лабо-
раторной практики (GLP) (ГОСТ 33044-2014, 2021). Про-
ведение исследования одобрено Локальным этическим ко-
митетом ФГБОУ ВО ВолгГМУ Минздрава России (Реги-
страционный номер IRB00005839 IORG0004900, справка 
№2024/221 от 03.04.2024).

Электрофизиологические исследования. Имплантация 
корковых электродов (фронтальная область: AP = 0,0 мм, 
ML = ±2,0 мм; теменная область: AP = −4,08 мм, ML = ±2,0 
мм; окципитальная область: AP = −7,08 мм, ML = ±2,0 мм; 
референсный и заземляющий электроды располагали над 
обонятельной луковицей: AP = +6,6 мм, ML = ±2,0 мм), 
регистрация электрокортикографических (ЭКоГ) сигна-
лов и последующий анализ данных выполнялись по ме-
тодике, описанной ранее [7]. Применялся перекрестный 
дизайн исследований, в котором каждое животное (n=46) 
в утренние часы получало одно вещество, выбранное слу-
чайным образом. Различные препараты вводились в раз-
ные дни, при этом между введением веществ соблюдал-
ся перерыв, равный не менее 3 периодам полувыведения.

В исследовании проводилась оценка препаратов и экс-
периментальных соединений с антипсихотической актив-
ностью, включая серотонинергические вещества с иными 
эффектами (табл. 1). Учитывая фармакологическую гете-
рогенность выборки веществ, эквивалентные дозы под-
бирались исходя из максимальной дозы с коэффициен-
том пересчета с человека на крыс [10], либо использова-
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лись максимальные дозы для экспериментальных веществ 
по литературным данным. Экспериментальное вещество 
РУ-31 вводилось в дозе, соответствующей ЭД80 (10 мг/кг). 
Итоговый датасет электрокортикографических сигналов 
содержал записи, общей продолжительностью 20 мин для 
каждого вещества, полученные от различных животных.

Полученные сигналы мозговой активности обрабатыва-
лись с помощью автоэнкодера, построенного на базе свер-
точных нейронных сетей1. Извлеченные из сигналов при-
знаки (являющиеся параметрами бутылочного горлышка 
автоэнкодера) для каждого класса веществ анализирова-
ли с помощью алгоритма UMAP [11]. На заключительном 
этапе сравнивали близость параметров сигналов, получен-
ных после введения референсных и экспериментального ве-
ществ, в многомерном пространстве признаков, на основа-
нии чего делали вывод о сходствах и различиях в измене-
ниях биоэлектрической активности мозга.

Моделирование психоза. На 7-й день постнатально-
го развития крысы были распределены в группы опери-
рованных и ложнооперированных (ЛО) животных и под-
вергнуты анестезии путем гипотермии (15 минут на влаж-
ном льду). Животных фиксировали в стереотаксическом 
аппарате. На область головы наносили лидокаин, после 
чего выполняли разрез для обнажения черепа. Билате-
рально в вентральный гиппокамп (AP −3,0; ML ±3,5; DV 
−5,0 относительно брегмы) вводили 1,5 мкг иботеновой 
кислоты (Sigma, США) в объеме 0,3 мкл искусственной 
спинномозговой жидкости (ACSF) в группе оперирован-
ных животных со скоростью 0,15 мкл/мин. После опера-
ции животных согревали и возвращали обратно в клетку. 
Отлучение потомства от самки проводили на 25-й день 
постнатального развития

С 35 дня животным начали вводить либо исследуемые 
соединения, либо физиологический раствор (контроль) на 
протяжении 21 дня. Животных распределили на подгруп-
пы: 1 (n=9) – иботеновая кислота (ИК) + физиологический 
раствор 10 мл/кг, внутрибрюшинно (в/б); 2 (n=8) – ИК + 
соединение РУ-31 10 мг/кг, в/б (ФГАОУ ВО «Южный фе-
деральный университет», Россия); 3 (n=8) – ИК + клоза-
пин, в/б (Органика, Россия) 7,5 мг/кг; 4 (n=10) – ЛО + фи-
зиологический раствор 10 мл/кг, в/б.

С 56 дня проводили поведенческое тестирование. Ло-
комоторную активность оценивали в установке «Открытое 
поле» (квадратная арена 97×97×40 см, освещение 50 лк), 
регистрируя в течение 10 минут количество пересеченных 
линий. Для оценки негативной симптоматики использова-
ли тест социального взаимодействия: двух животных, ра-
нее не контактировавших друг с другом, из одной экспе-
риментальной группы помещали в новую для них камеру 

и в течение 10 минут регистрировали элементы активного 
социального поведения (обнюхивание, социальный гру-
минг, следование и наскакивание). Итоговые данные вы-
ражали как среднее время, проведенное в активном соци-
альном поведении, для каждой пары. Когнитивные нару-
шения исследовали в тесте распознавания нового объекта. 
После фазы ознакомления с двумя идентичными объекта-
ми, через 2 и 24 часа один из них заменяли на новый. Па-
мять оценивали по коэффициенту дискриминации, кото-
рый рассчитывался по формуле: КД=(Тн–Тз)/(Тн+Тз), где 
Тн и Тз – время исследования нового и знакомого объек-
та соответственно.

Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользованием программы GraphPad Prism 10.1, применя-
лась непараметрическая оценка с помощью критерия Кра-
скела-Уоллиса и апостериорного теста Данна. Результаты 
исследования представлены в виде медианы (Ме) и ин-
терквартильного интервала (IQR). Статистически значи-
мыми считались различия между группами при p<0,05.

Результаты

В ходе проведенного анализа с использованием алго-
ритма UMAP достигнуто успешное разделение данных на 
отдельные кластеры, что свидетельствует о наличии спец-
ифического влияния каждого из тестируемых психотроп-
ных веществ на электроэнцефалографические показатели 
(рис. 1). Полученные кластеры репрезентуют совокупно-
сти ЭКоГ сигналов, обладающие высокой степенью сход-
ства параметров и зафиксированные с наибольшей веро-
ятностью под воздействием одного и того же вещества.

Коэффициенты сходства, выделенные синим цветом, 
указывают на пары препаратов с наиболее схожими эф-
фектами (рис. 2). Типичные антипсихотики хлорпрома-
зин и галоперидол продемонстрировали высокое сход-
ство (0,837), что объясняется их антагонизмом к D

2
-рецеп-

торам. Атипичные антипсихотики клозапин, рисперидон 
и кветиапин также показали высокую степень подобия 
(0,884−0,915), что согласуется с их полимодальным воз-
действием на дофаминергическую и серотонинергиче-
скую системы.

Несмотря на принадлежность к разным классам, ами-
триптилин и эсциталопрам проявили значительное сход-
ство эффектов (0,731), что может быть обусловлено их 
влиянием на серотонинергическую передачу. Селектив-
ные ингибиторы обратного захвата серотонина флуоксе-
тин и эсциталопрам продемонстрировали почти идентич-
ные эффекты (0,964).

Антигистаминные препараты ципрогептадин и ги-
дроксизин показали умеренное сходство с супрастином 
(0,663 и 0,745 соответственно), что объясняется их анта-
гонизмом к H

1
-рецепторам.1https://github.com/neuroeeg/ANN4EEG
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Таблица 1/Table 1
Список референсных веществ, использованных в электрофизиологических исследованиях
List of reference compounds used in electrophysiological studies

Вещество 
Substance

Доза (мг/кг) 
Dose (mg/kg)

Механизм действия
Mechanism of action Дополнительные мишени Additional targets

Хлорпромазин 
Chlorpromazine 35,0 Антагонист D

2
 рецепторов

D
2
 receptor antagonist

Антагонист D
3
 и D

5
 рецепторов

D
3
 and D

5
 receptor antagonist

Галоперидол 
Haloperidol 3,0 Антагонист D

2
 рецепторов

D
2
 receptor antagonist

Антагонист H
1
 и α1-адренергических рецепторов

H
1
 and α1-adrenergic receptor antagonist

Клозапин 
Clozapine 15,8 Антагонист 5-HT

2A
 и D

2
 рецепторов

5-HT
2A

 and D
2
 receptor antagonist

Антагонист α1-адренергических и H
1
 рецепторов

α1-adrenergic and H
1
 receptor antagonist

Рисперидон 
Risperidone 1,35

Обратный агонист 5-HT
2A

, 5-HT2C рецепторов; 
Антагонист D2 рецепторов

Inverse agonist of 5-HT
2A

, 5-HT2C receptors;  
D
2
 receptor antagonist

Антагонист α1 и α2-адренергических рецепторов;  
Обратный агонист H

1
 рецепторов

α1- and α2-adrenergic receptor antagonist;  
H
1
 receptor inverse agonist

Кветиапин 
Quetiapine 17,43

Частичный агонист 5-HT
1A

 рецепторов; Антаго-
нист 5-HT

2A
, 5-HT2C рецепторов; Антагонист D

2
 

рецепторов
Partial agonist of 5-HT

1A
 receptors; Antagonist of 

5-HT
2A

, 5-HT2C receptors; D
2
 receptor antagonist

Антагонист 5-HT6 рецепторов; Антагонист D4,  
D
5
 рецепторов; Антагонист α1-адренергических и H

1
 

рецепторов
5-HT6 receptor antagonist; D4 and D

5
 receptor antagonist; 

α1-adrenergic and H
1
 receptor antagonist

Амитриптилин 
Amitriptyline 18,9

Блокирует нейрональный захват серотонина 
(SERT) и норадреналина (NET)

Inhibits serotonin (SERT) and norepinephrine 
(NET) reuptake

Антагонист 5-HT
2A

, 5-HT2C рецепторов;  
Антагонист H

1
 рецептора

5-HT
2A

 and 5-HT2C receptor antagonist;  
H1 receptor antagonist

Флуоксетин 
Fluoxetine 6,7

Блокирует нейрональный захват серотонина 
(SERT)

Inhibits serotonin (SERT) reuptake

Конкурентный и обратимый антагонист  
5-HT2C рецептора

Competitive reversible 5-HT2C receptor antagonist

Пароксетин 
Paroxetine 4,2

Селективный ингибитор нейронального захвата 
серотонина (SERT)

Selective serotonin reuptake inhibitor (SERT)
‒

Эсциталопрам 
Escitalopram 2,36

Селективный ингибитор нейронального захвата 
серотонина (SERT)

Selective serotonin reuptake inhibitor (SERT)

Слабый антагонист 5-HT
2A

, 5-HT2C, 5-HT
1A

, D
2
, H

1
, α1  

и α2 рецепторов (клинически незначимо)
Weak antagonist of 5-HT

2A
, 5-HT2C, 5-HT

1A
, D

2
, H

1
, α1 

and α2 receptors (clinically insignificant)

Кетансерин 
Ketanserin 1,0 Специфический антагонист 5-HT

2
 рецепторов

Specific 5-HT
2
 receptor antagonist

Антагонист H
1
 рецептора

H
1
 receptor antagonist

Ципрогептадин 
Cyproheptadine 2,7 Обратный агонист H

1
 рецепторов

H
1
 receptor inverse agonist

Антагонист M1, M2, M3-холинорецепторов;  
Антагонист 5-HT

2A
, 5-HT2B, 5-HT2C рецепторов

M1, M2, M3 muscarinic receptor antagonist; 5-HT
2A

, 
5-HT2B, 5-HT2C receptor antagonist

Гидроксизин 
Hydroxyzine 25,3 Селективный обратный агонист H

1
 рецепторов

Selective H
1
 receptor inverse agonist

Антагонист 5-HT
2A

, D
2
  

и α1-адренергических рецепторов
5-HT

2A
, D

2
 and α1-adrenergic receptor antagonist

Суматриптан 
Sumatriptan 8,3 Агонист 5-HT1B/1D рецепторов

5-HT1B/1D receptor agonist
Слабый агонист 5-HT

1A

Weak 5-HT
1A

 receptor agonist

Ондансетрон 
Ondansetron 2,7 Блокатор 5-HT

3
 рецепторов

5-HT
3
 receptor blocker

Снижает рилизинг дофамина
Reduces dopamine release

Атропин 
Atropine 0,25 Неселективный антагонист M-холинорецепторов

Nonselective muscarinic receptor antagonist ‒

Супрастин 
Suprastin 16,9 Антагонист H

1
 рецепторов

H
1
 receptor antagonist ‒
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Рис. 1. UMAP-карта распределения параметров ЭЭГ сигналов, полученных на фоне действия 9 различных психотропных веществ 
и спроецированных в двумерное пространство c настройками: n_neighbors=15; min_dist=0.1; n_components=2; metric=euclidean. Обо-
значения: 1 – клозапин; 2 – галоперидол; 3 – суматриптан; 4 – ципрогептадин; 5 – кетансерин; 6 – амитриптилин; 7 – флуоксетин; 
8 – гидроксизин; 9 – ондансетрон.
Fig. 1. UMAP visualization of EEG signal parameters obtained under the influence of 9 different psychotropic substances and projected into 
two-dimensional space with the following settings: n_neighbors=15; min_dist=0.1; n_components=2; metric=euclidean. Key: 1 – Clozapine;  
2 – Haloperidol; 3 – Sumatriptan; 4 – Cyproheptadine; 5 – Ketanserin; 6 – Amitriptyline; 7 – Fluoxetine; 8 – Hydroxyzine; 9 – Ondansetron.

Производное бензимидазола РУ-31 проявило наиболь-
шее сходство с атипичным антипсихотиком клозапином 
и антагонистами 5-HT

2A
 рецепторов кетансерином и ци-

прогептадином, что указывает на его потенциальную ней-
ролептическую активность (табл. 2).

Статистический анализ локомоторной активности 
в тесте «Открытое поле» с помощью критерия Краске-
ла-Уоллиса показал наличие значимых различий меж-
ду экспериментальными группами (H=18,66, p=0,0003). 
У животных группы контроля заболевания наблюдалось 
значимое увеличение двигательной активности по срав-
нению с ложнооперированной группой (Me=98, IQR=50; 
p<0,01) (рис. 3, а/a). Соединение РУ-31 приводило к сни-
жению данного показателя (Me=58, IQR=38,75; p<0,05), 
равно как и применение препарата сравнения клозапина 
(Me=47, IQR=40; p<0,01), по сравнению с животными, 
не получавшими лечение (рис. 3, а/a). Наблюдаемое сни-
жение локомоторной активности под действием как РУ-
31, так и клозапина может свидетельствовать об их потен-
циальной антипсихотической активности в данной экспе-
риментальной модели.

В тесте на социальное взаимодействие также были 
выявлены статистически значимые межгрупповые раз-
личия (критерий Краскела-Уоллиса, H=19,26, p=0,0002). 
В частности, у животных с моделью психоза наблюда-
лось статистически значимое снижение времени, прове-
денного в активном социальном поведении, по сравнению 
с группой негативного контроля (Me=153,8, IQR=62,6; 
p<0,001) (рис. 3, б/b). Соединение РУ-31 у оперированных 
животных приводило к статистически значимому увели-
чению времени социального взаимодействия (Me=227,6, 
IQR=59,5; p<0,05), в то время как клозапин не оказал 
статистически значимого влияния на данный показатель 
(Me=152,8, IQR=91,4; p>0,05) по сравнению с животны-
ми, не получавшими лечение (рис. 3, б/b). Полученные 
результаты указывают на способность соединения РУ-31 
ослаблять негативную симптоматику в данной экспери-
ментальной модели психоза, что проявляется в улучше-
нии социального взаимодействия животных.

При анализе коэффициента дискриминации в тесте на 
распознавание нового объекта не было обнаружено зна-
чимых различий между группами в фазе кратковремен-
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ного удержания (критерий Краскела-Уоллиса, H=2,139, 
p=0,54). Однако в фазе долговременного удержания бы-
ла выявлена статистически значимая межгрупповая раз-

ница (H=16,64, p=0,0008). У животных с моделью пси-
хоза наблюдалось статистически значимое снижение КД 
по сравнению с ложнооперированной группой (Me=0,29, 

Рис. 2. Относительная близость кластеров ЭЭГ-сигналов в параметрическом пространстве. Коэффициенты сходства безразмер-
ны, относительны и вычисляются как расстояния между кластерами в 80-мерном пространстве бутылочного горлышка автоэн-
кодера. По вертикали отмечены лекарственные препараты обучающей выборки, по горизонтали – валидационные препараты.
Fig. 2. Relative proximity of EEG signal clusters in parametric space. Similarity coefficients are dimensionless, relative and are calculated as 
distances between clusters in the 80-dimensional bottleneck space of the autoencoder. Training sample drugs are marked vertically, valida-
tion samples are marked horizontally.

Таблица 2/Table 2
Сходство изменений биоэлектрической активности мозга (коэффициент от 0 до 1) на фоне действия соединения РУ-31 и различ-
ных психотропных средств
Similarity of changes in brain bioelectrical activity (coefficient from 0 to 1) induced by RU-31 and various psychotropic drugs
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РУ-31
RU-31 0,585 0,764 0,572 0,452 0,756 0,674 0,567 0,241 0,269
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IQR=0,14; p<0,001) (рис. 3, в/c). В свою очередь, РУ-31 
и клозапин в фазе долговременного удержания значимо 
увеличивали КД у животных по сравнению с животными, 
не получавшими лечения (Me=0,73, IQR=0,34 для РУ-31; 
Me=0,68, IQR=0,32 для клозапина; p<0,05) (рис. 3, в/c).

Полученные данные свидетельствуют, что по-
вреждение вентрального гиппокампа иботеновой кис-
лотой избирательно нарушает процессы удержания ин-
формации при длительной (24 ч) задержке, не затраги-
вая их при короткой (2 ч) задержке. РУ-31 и клозапин 

Рис. 3. Влияние соединения РУ-31 (10 мг/кг, в/б) и клозапина (7,5 мг/кг, в/б) на локомоторную активность (а), социальное взаимо-
действие (б) и память (в) крыс на модели неонатального разрушения вентрального гиппокампа.
Fig. 3. Effect of the compound RU-31 (10 mg/kg, i.p.) and clozapine (7,5 mg/kg, i.p.) on locomotor activity (a), social interaction (b), and me-
mory (c) in rats in the neonatal ventral hippocampal lesion model.

а/a б/b

в/с
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продемонстрировали способность корректировать эти 
нарушения, улучшая показатели долговременного удер-
жания информации у животных с моделированным пси-
хозом.

Обсуждение

В ходе проведенного исследования была изучена ан-
типсихотическая активность нового производного бен-
зимидазола РУ-31 с 5-HT

2A
 антагонистической активно-

стью с использованием комплексного подхода, включа-
ющего анализ изменений биоэлектрической активности 
мозга и поведенческое тестирование на модели психоти-
ческого расстройства, вызванного неонатальной деструк-
цией вентрального гиппокампа.

Анализ изменений биоэлектрической активности моз-
га с использованием алгоритма UMAP позволил успеш-
но разделить данные на отдельные кластеры, соответ-
ствующие различным психотропным веществам. Про-
странственное расположение кластеров относительно друг 
друга может служить индикатором сходства или разли-
чия физиологических и психотропных эффектов, оказы-
ваемых различными веществами. Близкое расположение 
кластеров на графике (рис. 1) указывает на наличие общих 
фармакологических эффектов и механизмов воздействия 
соответствующих веществ на центральную нервную си-
стему, в то время как изолированное положение кластера 
свидетельствует об уникальности или значительном отли-
чии эффектов данного вещества на головной мозг по срав-
нению с другими исследуемыми соединениями. Анализ 
внутренней структуры кластеров, а именно равномер-
ность распределения и плотность точек внутри каждого 
из них, позволяет оценить стабильность и воспроизводи-
мость воздействия каждого вещества на ЭЭГ показатели. 
Большая плотность и равномерность распределения точек 
внутри кластера указывают на устойчивость и повторяе-
мость реакций головного мозга на введение данного веще-
ства, в то время как рассредоточенность точек свидетель-
ствует о значительной вариабельности ответов между раз-
личными субъектами или экспериментальными сессиями.

Сравнительный анализ показал высокую степень сход-
ства эффектов РУ-31 с клозапином, а также с кетансери-
ном [12] и ципрогептадином [13], известными антагони-
стами 5-HT

2A
 рецепторов. Этот результат указывает на 

ключевую роль серотонинергической системы в механиз-
ме действия РУ-31. Примечательно, что сходство с кло-
запином, обладающим полимодальным механизмом дей-
ствия [14], может говорить о более сложном фармаколо-
гическом профиле РУ-31. Нельзя исключать возможность 
взаимодействия соединения РУ-31 с дополнительными 
фармакологическими мишенями, участвующими в пато-
генезе психоза.

В поведенческих экспериментах на модели психо-
за, вызванного неонатальным разрушением вентрально-
го гиппокампа, РУ-31 продемонстрировал выраженную 
антипсихотическую активность. В тесте «Открытое по-
ле» соединение РУ-31 значительно снижало гиперлоко-
моцию у животных с психозом на уровне, сопоставимом 
с клозапином. Гиперлокомоция у грызунов рассматрива-
ется как аналог позитивной симптоматики психоза у че-
ловека, поэтому нормализация локомоторной активности 
под действием РУ-31 указывает на его способность купи-
ровать психотические проявления [15, 16].

Важным аспектом антипсихотической активности яв-
ляется влияние на негативную симптоматику, которая ча-
сто резистентна к терапии традиционными нейролепти-
ками [17]. В тесте на социальное взаимодействие РУ-31 
продемонстрировал способность улучшать социальное по-
ведение у животных с моделированным психозом. Этот 
результат является особенно важным, поскольку наруше-
ния социального взаимодействия представляют собой од-
ну из ключевых характеристик негативной симптомати-
ки. Примечательно, что клозапин в данном исследовании 
не оказывал статистически значимого влияния на соци-
альное взаимодействие, что согласуется с ранее получен-
ными данными [18, 19] и может свидетельствовать о пре-
имуществах РУ-31 в коррекции негативных симптомов. 
Однако, необходимы дальнейшие исследования с исполь-
зованием более широкого спектра поведенческих тестов 
для подтверждения этого предположения.

В тесте распознавания нового объекта было показано, 
что неонатальное разрушение вентрального гиппокампа 
приводит к нарушениям долговременного удержания ин-
формации [20]. Этот результат подтверждает важную роль 
вентрального гиппокампа в процессах консолидации па-
мяти. Как соединение РУ-31, так и клозапин эффективно 
восстанавливали показатели памяти в фазе долговремен-
ного удержания у животных с моделированным психозом. 
Аналогичный эффект был показан для рисперидона в ра-
нее проведенных исследованиях [21]. Улучшение когни-
тивных функций под действием антипсихотических пре-
паратов является важным клиническим аспектом, посколь-
ку когнитивные нарушения значительно снижают качество 
жизни пациентов с шизофренией. Таким образом, способ-
ность РУ-31 корректировать когнитивный дефицит являет-
ся дополнительным аргументом в пользу его потенциаль-
ной эффективности в лечении психотических расстройств.

Заключение

Использование комплексного подхода, включавше-
го анализ изменений биоэлектрической активности моз-
га и поведенческое тестирование у крыс с психотиче-
ским расстройством, вызванным неонатальной деструк-
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цией вентрального гиппокампа, позволило подтвердить 
антипсихотический потенциал производного бензими-
дазола РУ-31 с антагонистической активностью в отно-
шении 5-HT

2A
-рецепторов. Соединение РУ-31 проявило 

сходство с антагонистами 5-HT
2A

-рецепторов клозапи-
ном и кетансерином, что свидетельствует о значитель-
ной роли серотонинергической системы в его действии. 
Поведенческие тесты продемонстрировали высокую эф-
фективность соединения РУ-31 в коррекции как позитив-
ных, так и негативных симптомов, а также когнитивных 
нарушений, характерных для шизофрении, что указыва-
ет на его перспективность в качестве средства для лече-
ния психотических расстройств, в том числе резистент-
ных к традиционной терапии.
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Клименко А.В.1, Шатохина С.Н.2, Шабалин В.Н.2, Александрин В.В.2, Перцов С.С.1

Сывороточные маркёры общего состояния организма крыс с болевым синдромом 
челюстно-лицевой области

1ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий», 125315, Москва, Россия, Балтийская, д. 8;

2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии», 125315, Москва, Россия, Балтийская, д. 8

Актуальность. Распознавание боли и стресса представляет значительные сложности в связи с отсутствием 
высокоинформативных, объективных критериев оценки состояния организма животных в экспериментальной 
алгологии. Острая боль – это сигнал наличия повреждения, опасности, который выполняет защитную функцию. 
Однако хроническая боль, возникающая в условиях патологии, сопровождается структурно-функциональными 
повреждениями на молекулярном уровне. При болевых синдромах наблюдаются изменения уровня гормонов, 
нарушения физиологических функций (иммунных и других), требующие больших энергозатрат, замедление вос-
палительных реакций. Для объективизации интегративной оценки состояния организма млекопитающих при 
развитии болевого синдрома мы использовали методику выявления структурных маркёров сыворотки крови 
по технологии «Литос-система». Цель: выявление особенностей сывороточных маркёров общего состояния 
организма у крыс с болевым синдромом челюстно-лицевой области.
Методика. Исследование проведено на 32 самках крыс Wistar (масса тела 252,0±18,0 г). Сформировано 4 экс-
периментальные группы: М1 и М2 – особи, получившие инъекцию монойодацетата натрия (16 мг/кг) в объёме 
0,04 мл в височно-нижнечелюстной сустав; Ф1 и Ф2 – животные с внутрисуставным введением физиологиче-
ского раствора в объёме 0,04 мл. У крыс групп М1 и Ф1 кровь для исследования брали на 14-е сутки, а у групп 
М2 и Ф2 – на 28-е сутки после введения реагентов. Исследование сыворотки крови производили методом кли-
новидной дегидратации технологии «Литос-система».
Результаты. Крысы с экспериментальным болевым синдромом характеризуются смещением степени выра-
женности системных показателей структурной организации фаций сыворотки крови – «гармония» и «энерге-
тика» – к умеренным и низким значениям по сравнению с контролем. Указанные изменения наиболее выра-
жены на относительно ранних сроках наблюдений, а именно через 2 недели после введения монойодацетата 
натрия в височно-нижнечелюстной сустав. У животных с индуцированным болевым синдромом высокая 
выраженность маркёра «стресс» наблюдается в поздние сроки исследования – через 4 недели после внутри-
суставной инъекции монойодацетата натрия. Число крыс с наличием маркёра «фиброз» в фациях сыворотки 
крови через 2 недели после введения монойодацетата натрия в височно-нижнечелюстной сустав больше, 
чем по окончании 4-й недели наблюдений. Данные особенности могут быть связаны с активацией иммунной 
системы в относительно позднем периоде после индукции болевого синдрома, что снижает интенсивность 
склерозирования тканей.
Заключение. Методика анализа системной самоорганизации неклеточных биологических жидкостей – техно-
логия «Литос-система» – является одним из перспективных подходов к объективной оценке общего состоя-
ния организма при болевых синдромах.

Ключевые слова: крысы; экспериментальный болевой синдром; монойодацетат натрия; технология «Литос-
система»; биомолекулярные пленки (фации)
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Relevance. Recognition of pain and stress presents significant difficulties due to the lack of highly informative, objec-
tive criteria for assessing the state of the animal body in experimental algology. Acute pain is a signal of the presence of 
damage and danger, that performs a protective function. However, chronic pain emerging in pathological conditions is 
accompanied by structural and functional damage at the molecular level. In pain syndromes, there are changes in hor-
mone levels, disorders of physiological functions (immune and others) that require high energy expenditure, and deceler-
ation of inflammatory reactions. To objectivize the integrative assessment of the mammalian body condition during the 
development of pain syndrome, we used the detection of serum structural markers with the Lithos System technology. 
Aim. Revealing specific features of serum markers for general body condition in rats with maxillofacial pain syndrome.
Methods. The study was conducted on 32 female Wistar rats (body weight 252.0±18.0 g). Four experimental groups 
were formed: M1 and M2, rats injected with sodium monoiodoacetate (16 mg/kg) 0.04 ml into the temporomandibular 
joint; S1 and S2, rats that received an intra-articular injection of saline 0.04 ml. In rats of groups M1 and S1, blood for 
the study was collected on day 14, and in groups M2 and S2, on day 28 after the injection. Blood serum was studied by 
cuneiform dehydration using the Lithos System technology.
Results. Rats with experimental pain syndrome were characterized by a shift in the expression degree of the systemic 
indicators for the structural organization of serum facies, “harmony” and “energetics”, towards moderate and low values 
compared with the control. Those changes are most pronounced at relatively early stages of observation, namely, two 
weeks after the sodium monoiodoacetate injection into the temporomandibular joint. In animals with induced pain syn-
drome, high expression of the “stress” marker was observed at late terms of the study, at 4 weeks after intra-articular 
injection of sodium monoiodoacetate. The number of rats with the presence of the “fibrosis” marker in serum facies two 
weeks after the sodium monoiodoacetate injection into the temporomandibular joint was greater than at the end of the 
4th week of observation. These features may be related with the immune activation during a relatively late period after 
the induction of pain syndrome, which reduces the intensity of tissue sclerosing.
Conclusion. The method for analyzing the systemic self-organization of non-cellular biological fluids, the “Lithos System” 
technology, is one of promising approaches to the unbiased assessment of the general state of the body in pain syn-
dromes.
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Введение

Изучение боли и связанных с ней состояний являет-
ся актуальным направлением как медико-биологической 
науки, так и клинической практики. Так как боль во мно-
гом представляет собой субъективное ощущение, иссле-
дования болевых синдромов сопряжены с определенными 
сложностями [1]. Это относится, в частности, к сопостав-
лению результатов психодиагностических методик меж-
ду собой, а также с объективными изменениями на уров-
не организма в целом.

В клинических исследованиях при оценке выражен-
ности болевого синдрома широко используются валиди-
рованные методы, такие как визуальная аналоговая шка-
ла, числовая рейтинговая шкала, опросник боли Макгил-
ла, 4-х балльная вербальная рейтинговая шкала [2, 3]. 
Для диагностики центральной сенситизации, как важно-
го звена в патогенезе хронической боли, часто применяет-
ся «Опросник для оценки центральной сенситизации» [4].

Несмотря на широкий спектр методов изучения мор-
фофункциональных изменений у млекопитающих при 
патологии, существуют серьезные ограничения при экс-
траполяции на человека результатов, полученных в фун-
даментальных исследованиях боли на эксперименталь-
ных животных. Во многом это связано с невозможностью 
однозначно утверждать о формировании боли у живот-
ных при изменении показателей в соответствующих те-
стах. В экспериментальной алгологии распознавание боли 
и стресса представляет значительные сложности в связи 
с отсутствием высокоинформативных, объективных кри-
териев оценки состояния организма животных [5]. Из-
вестно, что острая боль – это сигнал наличия поврежде-
ния, опасности, который выполняет защитную функцию. 
Однако хроническая боль, возникающая в условиях па-
тологии, сопровождается структурно-функциональны-
ми повреждениями на молекулярном уровне. При боле-
вых синдромах наблюдаются изменения уровня гормонов, 
нарушения физиологических функций (иммунных и дру-
гих), требующих больших энергозатрат, замедление вос-
палительных реакций [6].

Оценка выраженности ноцицептивной чувствитель-
ности у животных основана на анализе изменений поро-
га болевой реакции. В лабораторных условиях хорошо 
зарекомендовали себя такие методики, как «горячая пла-
стина» [7-9], тест отдергивания хвоста [7-10], тест Фон 
Фрея [8]. Ещё одним информативным показателем в ал-

гологии является поведение млекопитающих [8, 9, 11]. 
Развитие тревожных [9, 10] и депрессивноподобных со-
стояний, снижение двигательной активности [9], посту-
ральные нарушения [12], угнетение пищевого поведения 
во многом отражают общее состояние организма и указы-
вают на возможное формирование патологии.

В исследованиях боли также применяются разнообраз-
ные методики регистрации вегетативных [13, 14] и ней-
рофизиологических [15] показателей у млекопитающих. 
Кроме того, анализ маркёров воспаления и повреждения 
тканей [16] вносит существенный вклад в понимание ме-
ханизмов, лежащих в основе развития болевых синдромов. 
Нужно отметить, что при оценке различных физиологи-
ческих параметров жизнедеятельности животных и чело-
века применяются методы математического анализа [14].

С целью объективизации интегративной оценки со-
стояния организма млекопитающих в разных услови-
ях жизнедеятельности актуальной является разработка 
и применение новых подходов [17]. В этом аспекте пер-
спективным может быть использование диагностической 
технологии «Литос-система», основанной на изучении 
функциональных морфологических характеристик некле-
точных тканей [18].

Ранее, на экспериментальной модели болевого син-
дрома в челюстно-лицевой области у самок крыс, нами 
были выявлены особенности изменений ноцицептивной 
чувствительности, уровня тревожности, а также пищевого 
и питьевого поведения [10-12, 19]. В связи с вышесказан-
ным, интерес представляет поиск возможных взаимосвя-
зей между обнаруженными особенностями и морфофунк-
циональными характеристиками фаций сыворотки крови 
в данных условиях. Цель работы – выявление особенно-
стей сывороточных маркёров общего состояния организма 
у крыс с болевым синдромом челюстно-лицевой области.

Методика

Исследование выполнено на 32 половозрелых самках 
Вистар (масса тела 252,0±18,0 г). Эксперименты одобре-
ны Комитетом по биомедицинской этике ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и фар-
мацевтических технологий» (протокол №3 от 21 февра-
ля 2024 г.). Опыты выполнены в соответствии с требова-
ниями Всемирного общества защиты животных (WSPA) 
и Европейской конвенции по защите экспериментальных 
животных. По прошествии 14 дней (период адаптации) 
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после доставки из питомника «Столбовая», животных со-
держали в стандартных условиях вивария.

Болевую дисфункцию височно-нижнечелюстного су-
става вызывали внутрисуставной инъекцией монойодаце-
тата натрия (МИА, 16 мг/кг) в объёме 0,04 мл [20]. Сфор-
мированы 4 экспериментальные группы: Ф1 (n=6) и Ф2 
(n=6) – животные с внутрисуставным введением физио-
логического раствора в объёме 0,04 мл; М1 (n=12) и М2 
(n=8) – особи, получавшие МИА. Кровь для исследования 
у крыс получали без соблюдения условий 8-часового пре-
кращения приёма до начала эксперимента пищи на 14-е 
(группы М1 и Ф1) и 28-е сутки (группы М2 и Ф2) после 
внутрисуставного введения реагентов.

Пробы периферической крови (0,5 мл) получали 
из хвостовой вены и собирали в сухую пробирку без ста-
билизатора. Сгусток крови после свёртывания отделя-
ли стеклянной палочкой, пробирку центрифугировали 
при 3000 об/мин в течение 5 мин. Для анализа брали на-
досадочную сыворотку крови. Исследования проводили 
по технологии «Литос-система» методом системной са-
моорганизации биологических жидкостей [18, 19]. Био-
молекулярные плёнки (фации) получали в результате де-
гидратации капель сыворотки крови на тест-картах ди-
агностического набора «Литос-система» в специальном 
шкафу при относительной влажности 55‒60%, темпера-
туре 30°С и ламинарном потоке воздуха. Фации изучали 
путём микроскопии в проходящем свете и в тёмном поле 
(×12 ‒ ×100; стереомикроскоп MZ12, «Leica»). Оценивали 
интенсивность проявления следующих маркёрных пока-
зателей структурной организации фаций сыворотки крови 
крыс: гармонии молекулярных взаимоотношений (гармо-
ния), энергетики молекул (энергетика), воспаления, стрес-
са, фиброза [18]. В связи с несоблюдением условий пи-
щевой депривации в течение 8 ч до забора крови, маркёр 
хронической интоксикации в настоящей работе мы были 
вынуждены трактовать как маркёр наличия метаболитов.

Статистический анализ полученных результатов про-
водили с использованием программного обеспечения 
STATISTICA 10 и Microsoft Excel. Межгрупповые разли-
чия оценивали с помощью точного теста Фишера. Уровень 
статистической значимости отличий составлял p<0,05.

Результаты

В работе дана сравнительная оценка частоты прояв-
ления и степени выраженности маркёрных показателей 
структурной организации фаций сыворотки крови 4-х вы-
шеуказанных групп экспериментальных животных. Пара-
метры изучаемых показателей представлены в таблице 1,  
матрица межгруппового сравнения – в таблице 2.

Маркёр гармонии межмолекулярных взаимоотноше-
ний (рис. 1) был отчётливо выражен у животных групп Ф1 

и Ф2 (табл. 1). В группе М1 высокая степень гармониза-
ции отмечена лишь у 50% крыс, а умеренная и низкая – 
у 25% особей. В то же время, в группе М2 высокая сте-
пень гармонизации выявлена у 62,5% животных, а уме-
ренная и низкая – у 25,5 и 12,5% особей соответственно. 
Статистически значимое межгрупповое различие изуча-
емого параметра обнаружено между группами М1 и Ф1 
(p=0,05, табл. 2).

Маркёр энергетики (рис. 1) у 2/3 животных из групп 
Ф1 и Ф2 проявлялся на высоком уровне (табл. 1). Высокая 
степень выраженности этого маркёра у особей из группы 
М2 (62,5%) приближалась к уровню контрольных групп 
Ф1 и Ф2, в то время как в группе М1 наблюдалась толь-
ко у одной крысы (8,3%). Статистически значимое разли-
чие показателя «энергетика» выявлено между животны-
ми групп М1 и М2 (p=0,04, табл. 2).

Маркёр воспаления (рис. 2, а/a) с высокой степе-
нью выраженности выявлен в фациях сыворотки кро-
ви половины крыс из группы Ф1, чего не обнаружено 
в группе Ф2 (табл. 1). Следует отметить, что высокая 
степень выраженности данного показателя чаще все-
го встречалась у особей из группы М2 (62,5%). Ста-
тистически значимое различие параметра «воспале-
ния» обнаружено между животными из групп М2 и Ф2 
(p=0,025, табл. 2).

Маркёр стресса (рис. 2, б/b) по частоте выявления 
у крыс был близок к показателю воспаления: его высокая 
выраженность наблюдалась у 2/3 животных из группы Ф1, 
но ни у одной особи из группы Ф2 (табл. 1). Для указан-
ных контрольных групп обнаружено статистически зна-
чимое различие показателя «стресс» (p=0,03, табл. 2). Не-
обходимо подчеркнуть, что высокая степень этого пока-
зателя выявлена у 25% и 50% особей из групп М1 и М2 
соответственно.

Маркёр фиброза не выявлялся ни в одной фации сыво-
ротки крови контрольных животных (Ф1, Ф2), но опреде-
лялся у крыс из групп М1 и М2 (табл. 1, рис. 3). При этом 
раннее проявление этого признака (группа М1) наблю-
далось у 5 из 12 животных (2 крысы с высокой степе-
нью, 1 крыса с умеренной степенью, 2 крысы с низкой 
степенью). Позднее проявление маркера фиброза (груп-
па М2) обнаружено у 2 из 8 крыс (по одной особи с уме-
ренной и низкой степенью).

Маркер метаболитов (раздвоенная фация, рис. 4) вы-
сокой степени выраженности встречался в фациях сыво-
ротки крови у 50% крыс из группы Ф2, но лишь у 16,7% 
особей из группы Ф1 (табл. 1). Высокая выраженность 
данного признака также была характерна для 1/3 живот-
ных из группы М1, но не отмечена ни у одной крысы 
из группы М2. В ходе межгруппового анализа установ-
лено, что показатель маркёра метаболитов в сыворотке 

К СОДЕРЖАНИЮ



78

Оригинальные исследованияПатологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.74-83

крови у особей из группы М2 статистически значимо от-
личается от такового у крыс из групп Ф2 и М1 (p=0,009 
и p=0,015 соответственно, табл. 2).

Обсуждение

В наших предыдущих работах установлено, что бо-
левая чувствительность крыс представленной выборки 
повышалась после инъекции МИА в височно-нижнече-
люстной сустав. Указанные изменения были наиболее 
выражены ко второму эстральному циклу (4-е – 5-е сут-
ки наблюдений) и сохранялись до окончания наблюдений 

(28 суток) [10, 11]. Увеличение уровня тревожности жи-
вотных после введения МИА отмечено к 14-м и особен-
но к 28-м суткам наблюдений [10, 12]. Дисфункция височ-
но-нижнечелюстного сустава сопровождалась угнетени-
ем пищевого и питьевого поведения; как следствие, масса 
тела крыс снижалась по сравнению с исходными значе-
ниями как на 13-е, так и на 26-е сутки опытов [12]. Эти 
особенности свидетельствуют об ухудшении общего со-
стояния экспериментальных животных и формировании 
стойкого болевого синдрома, сопровождающегося выра-
женными изменениями поведения.

Таблица 1/Table 1
Частота выявления (%) и степень выраженности маркёрных показателей структурной организации фаций сыворотки крови 
у крыс
Frequency of detection (%) and degree of expression of marker indices of structural organization of serum facies in rats

Маркёр /
Marker

Группа /
Group n

Степень выраженности маркёра
Marker expression level

Высокая /
High (%)

Умеренная /
Moderate (%)

Низкая /
Low (%)

Маркёр отсутствует /
The marker is missing (%)

Гармония /
Harmony

Ф1 / S1 6 100,0 0 0 0

Ф2 / S2 6 100,0 0 0 0

М1 / M1 12 50,0 25,0 25,0 0

М2 / M2 8 62,5 25,0 12,5 0

Энергетика /
Energetics

Ф1 / S1 6 66,6 16,7 16,7 0

Ф2 / S2 6 66,6 16,7 16,7 0

М1 / M1 12 8,3 41,7 50,0 0

М2 / M2 8 62,5 37,5 0 0

Воспаление /
Inflammation

Ф1 / S1 6 50,0 16,7 33,3 0

Ф2 / S2 6 0 16,7 33,3 50,0

М1 / M1 12 16,7 33,3 41,7 8,3

М2 / M2 8 62,5 25,0 12,5 0

Стресс /
Stress

Ф1 / S1 6 66,6 16,7 16,7 0

Ф2 / S2 6 0 83,3 16,7 0

М1 / M1 12 25,0 8,3 25,0 41,7

М2 / M2 8 50,0 25,0 25,0 0

Метаболиты /
Metabolites

Ф1 / S1 6 16,7 66,6 16,7 0

Ф2 / S2 6 50,0 16,7 33,3 0

М1 / M1 12 33,3 33,3 16,7 16,7

М2 / M2 8 0 0 25,0 75,0

Фиброз /
Fibrosis

Ф1 / S1 6 0 0 0 100,0

Ф2 / S2 6 0 0 0 100,0

М1 / M1 12 16,67 8,33 16,67 58,33

М2 / M2 8 0 12,5 12,5 75,0

Примечание. Здесь и в табл. 2: Ф1 и Ф2 – крысы с внутрисуставным введением физиологического раствора; М1 и М2 – особи, получавшие МИА.
Note. Here and in table 2: S1 and S2 – rats with intra-articular injection of saline solution; M1 and M2 – animals receiving MIA.
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Рис. 1. Фации сыворотки крови крыс с маркёрными показателями: а – высокая степень гармонии (симметрия радиальных тре-
щин) и энергетики (множественные круглые конкреции, стрелки); б – гармония и энергетика умеренной степени; в – гармония  
и энергетика низкой степени. Микроскопия в темном поле (×15).
Fig. 1. Rat blood serum facies with marker indicators: a – high degree of harmony (symmetry of radial cracks) and energetics (multiple round 
nodules, arrows); b – harmony and energetics of moderate degree; c – harmony and energetics of low degree. Dark-field microscopy (×15).

Таблица 2/Table 2
Уровень статистической значимости (p) при межгрупповом сравнении показателей структурной организации фаций сыворотки 
крови у крыс
The level of statistical significance (p) in intergroup comparison of indicators of structural organization of serum facies in rats

Показатель / Index Группа / Group Ф1 / S1 Ф2 / S2 М1 / M1 М2 / M2

Гармония /
Harmony

Ф1 / S1 1 1 0,05 0,15

Ф2 / S2 1 1 0,05 0,15

М1 / M1 0,05 0,05 1 0,3

М2 / M2 0,15 0,15 0,3 1

Энергетика /
Energetics

Ф1 / S1 1 1 0,17 0,42

Ф2 / S2 1 1 0,17 0,42

М1 / M1 0,17 0,17 1 0,04

М2 / M2 0,42 0,42 0,04 1

Воспаление /
Inflammation

Ф1 / S1 1 0,11 0,32 0,33

Ф2 / S2 0,11 1 0,17 0,025

М1 / M1 0,32 0,17 1 0,13

М2 / M2 0,33 0,025 0,13 1

Стресс /
Stress

Ф1 / S1 1 0,03 0,16 0,35

Ф2 / S2 0,03 1 0,06 0,46

М1 / M1 0,16 0,06 1 0,07

М2 / M2 0,35 0,46 0,07 1

Метаболиты /
Metabolites

Ф1 / S1 1 0,41 0,34 0,009

Ф2 / S2 0,41 1 0,4 0,009

М1 / M1 0,34 0,4 1 0,015

М2 / M2 0,009 0,009 0,015 1

Фиброз /
Fibrosis

Ф1 / S1 1 1 0,24 0,14

Ф2 / S2 1 1 0,09 0,31

М1 / M1 0,24 0,09 1 0,29

М2 / M2 0,14 0,31 0,29 1

Примечание. Жирным шрифтом выделены отличия при уровне значимости p<0,05.
Note. Differences at a significance level of p<0.05 are shown in bold.
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При изучении системных маркёров структурной ор-
ганизации фаций сыворотки крови выявлено, что крысы 
с болевым синдромом в челюстно-лицевой области харак-
теризуются смещением степени выраженности маркёров 
«гармония» и «энергетика» к умеренным и низким значени-
ям, особенно на ранних сроках развития болевого синдро-
ма (по сравнению с группами контроля). Низкие значения 
показателя «гармония» в фациях – базового маркёра функ-

циональной деятельности организма [19] – отражают воз-
можные изменения протеостаза, вызванные дисфункцией 
органов и систем у млекопитающих. Бо́льшая доля крыс 
с высокой степенью гармонизации в группе М2 по сравне-
нию с М1 объясняется более длительным периодом адап-
тации к болевому синдрому (14 и 28 дней соответственно).

Анализ числа и степени завершённости конкреций 
в сыворотке крови (уровня энергетики молекулярного пула 

Рис. 2. (а) Фация сыворотки крови крысы с высокой степенью активности маркёров воспаления и стрессовой реакцией (микро-
скопия в темном поле, ×15). (б) Фрагмент фации сыворотки крови крысы (микроскопия в обычном свете, ×60): маркёр воспаления 
в виде множественных языковых структур белого цвета (стрелки 1), маркёр стресса в виде множественных вихревых колец, окру-
жающих языковые структуры (стрелки 2).
Fig. 2. (a) Rat blood serum facies with a high degree of inflammatory marker activity and stress response (dark-field microscopy, ×15). (b) 
Fragment of rat blood serum facies (normal light microscopy, ×60): inflammation marker in the form of multiple white lingual structures (ar-
rows 1), stress marker in the form of multiple vortex rings surrounding the lingual structures (arrows 2).

Рис. 3. Фация сыворотки крови крысы с маркером системного фиброза (стрелки): а – общий вид (микроскопия в темном поле, ×15); 
б – фрагмент фации сыворотки крови (структуры типа «лист», микроскопия в темном поле ×60).
Fig. 3. Rat blood serum facies with systemic fibrosis marker (arrows): a – general view (dark-field microscopy, ×15); b – fragment of serum 
facies (leaf-type structures, dark-field microscopy ×60).
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молекул) [18] показал, что половина крыс с болевым син-
дромом на 14-е сутки наблюдений демонстрирует низкую 
выраженность параметра «энергетика». Различия выра-
женности данного маркёра у животных с инъекцией МИА 
от таковой у контрольных особей становятся статистиче-
ски незначимыми к 28-м суткам опыта. По-видимому, вы-
явленные особенности свидетельствуют о снижении энер-
гетической активности белковых молекул в ранние сроки 
развития болевого синдрома с её адаптивным восстанов-
лением в относительно поздний период исследования. Со-
поставимая выраженность маркёра «энергетика» у крыс 
группы М2 с особями из контрольных групп может отра-
жать адаптацию животных к болевому синдрому.

Присутствие маркёра «воспаление» высокой степени 
выраженности в фациях сыворотки крови крыс из групп 
Ф1 (в отличие от группы Ф2) можно объяснить быстрой, 
но относительно кратковременной иммунной реакцией на 
механическое повреждение околосуставных тканей при 
инъекции. В то же время, полученные нами данные позво-
ляют предположить, что при введении животным МИА ре-
акция иммунной системы отсрочена и прогрессивно раз-
вивается к 28-м суткам наблюдений в связи с нарастаю-
щей болью. Важно отметить, что в ходе статистической 
обработки данных значимых отличий выраженности па-
раметра «воспаление», отражающего реакцию антиген-ан-
титело [18], у крыс с болевым синдромом от выраженно-
сти такого параметра у особей из групп контроля в ран-
ние сроки наблюдений не обнаружено.

Таким образом, результаты анализа указанных выше 
маркёров в фациях сыворотки крови крыс согласуются со 
сведениями о системном характере изменений при хрони-
ческих болевых синдромах у млекопитающих [7, 8], а так-
же дополняют данные, полученные нами ранее при изу-
чении ноцицептивной чувствительности животных с экс-

периментальной дисфункцией височно-нижнечелюстного 
сустава [10, 11].

В настоящей работе показано, что частота выявления 
маркёра «стресс» была близка к показателю «воспаление» 
у аналогичных групп, т.к. эти показатели формируют-
ся в результате аналогичных изменений фолдинга моле-
кул белка. В ранние сроки наблюдений высокая выражен-
ность маркёра «стресс» характерна для крыс с введением 
физиологического раствора. С другой стороны, к оконча-
нию исследований высокая степень выраженности дан-
ного показателя отмечена для особей, получавших МИА. 
Эти данные могут свидетельствовать о более выраженном 
развитии стресса у животных с длительным болевым син-
дромом. Полученные результаты согласуются с выявлен-
ными нами ранее изменениями поведения крыс с экспе-
риментальной дисфункцией височно-нижнечелюстного 
сустава (ростом уровня тревожности) [10, 12].

Наличие маркёра «фиброз» в фациях сыворотки крови 
у крыс после введения МИА может указывать на процесс 
фиброзирования околосуставных тканей. Меньшее коли-
чество особей с болевым синдромом, характеризующихся 
присутствием данного маркёра на 28-е сутки наблюдений, 
возможно связано с подавлением активности иммунной 
системы в позднем периоде после воздействия МИА, что 
снижает интенсивность склерозирования тканей.

Нами установлено, что маркёр метаболитов присут-
ствует в фациях сыворотки крови у животных из групп Ф1 
и Ф2, по-видимому, в связи с сохранением свободного при-
ёма пищи на протяжении всего эксперимента. Большее чис-
ло крыс с высокой выраженностью признака в группе Ф2 
по сравнению с группой Ф1 может быть обусловлено по-
степенной репарацией околосуставных тканей после инъ-
екции физиологического раствора. В отличие от контроль-
ных групп, при формировании болевого синдрома у ряда 

Рис. 4. Фации сыворотки крови крыс. Степень выраженности показателя метаболитов (раздвоенная фация): а – высокая; б – уме-
ренная; в – низкая (микроскопия в обычном свете, ×15).
Fig. 4. Facies of rat blood serum. Degree of expression of metabolites index (bifurcated facies): a – high; b – moderate; c – low (microsco-
py in normal light, ×15).
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крыс выявлено отсутствие данного маркёра на 14-е и осо-
бенно на 28-е сутки опытов (3/4 особей). Указанные осо-
бенности свидетельствуют о фактическом отказе живот-
ных от пищи в связи с длительным болевым синдромом.

Данные, полученные при изучении системных мар-
кёров структурной организации фаций сыворотки крови 
у крыс с экспериментальной дисфункцией височно-ниж-
нечелюстного сустава (низкая выраженность показате-
лей «гармония» и «энергетика» на относительно ранних 
сроках эксперимента, высокая степень маркёров «стресс» 
и «воспаление» в поздние сроки наблюдений) согласуют-
ся с результатами поведенческих тестов. Это проявляется 
в росте уровня тревожности [9, 11], подавлении пищевого 
и питьевого поведения [19], а также в снижении порогов 
болевой чувствительности животных [9, 10] на всех стади-
ях исследования после внутрисуставного введения МИА.

Необходимо подчеркнуть, что увеличение выборки 
экспериментальных объектов и более строгие условия ор-
ганизации эксперимента в последующем, позволят полу-
чить новые данные о частоте выявления и степени выра-
женности системных маркёров структурной организации 
фаций сыворотки крови в разных условиях искусственно-
го формирования болевого синдрома.

Выводы

У крыс с экспериментальной дисфункцией височ-
но-нижнечелюстного сустава, сопровождающейся боле-
вым синдромом, выявлено снижение энергетики и степени 
гармонизации взаимоотношений белковых молекул сыво-
ротки крови по сравнению с контрольными животными.

Низкие показатели гармонии межмолекулярных вза-
имоотношений и энергетики молекул сыворотки крови 
крыс отмечены на относительно ранних сроках наблюде-
ний – через 2 недели после введения МИА в височно-ниж-
нечелюстной сустав. На поздних стадиях развития боле-
вого синдрома выявлена высокая выраженность маркёров 
стресса и воспаления, но отсутствие или низкая степень 
содержания метаболитов в сыворотке крови.

Методика анализа системной самоорганизации не-
клеточных биологических жидкостей – технология «Ли-
тос-система» – является одним из перспективных подхо-
дов к выявлению объективных показателей общего состо-
яния организма при болевых синдромах.
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Характеристика состояния эритрона у крыс с экспериментальной доброкачественной 
гиперплазией предстательной железы 

ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России, 454092, Челябинск, Россия, 
ул. Воровского, д. 64

Цель – определить характер течения эритропоэза у крыс с экспериментальной ДГПЖ, вызванной длительным 
введением сульпирида. 
Методика. Для создания экспериментальной модели доброкачественной гиперплазии предстательной железы 
(ДГПЖ) опытной группе крыс ежедневно внутримышечно в течение 30 дней вводили сульпирид в дозе 40 мг/кг. 
В крови определяли показатели периферического звена эритрона (количество эритроцитов, ретикулоцитов, эри-
тропоэтина). Состояние центрального звена эритрона оценивали по количественному и качественному составу 
эритробластических островков (ЭО). В камере Горяева подсчитывали общее количество ЭО, после окраски по 
Паппенгейму оценивали распределение ЭО по классам зрелости. 
Результаты. У крыс с ДГПЖ содержание эритропоэтина в сыворотке крови уменьшилось в 1,3 раза, но число 
эритроцитов и ретикулоцитов не отличалось от контрольных показателей. Общее количество ЭО в костном 
мозге крыс с ДГПЖ не отличалось от контрольных показателей, но полностью прекратился эритропоэз de novo 

(исчезли ЭО 1 класса зрелости). Количество островков 2 класса зрелости уменьшилось в 3,3 раза, количество 
реконструирующихся островков увеличилось в 1,4 раза. Зрелые ЭО (ЭО 3 класса зрелости и инволюцирующие 
ЭО) сохранялись на уровне контрольных значений. 
Заключение. Длительное введение сульпирида, индуцирующего гиперсекрецию пролактина, способствует сти-
муляции процесса реконструкции эритропоэза в ЭО костного мозга, что, по-видимому, происходит под дей-
ствием тканевого эритропоэтина, продуцируемого костномозговыми макрофагами. Эта стимуляция рекон-
струкции эритропоэза позволяет эритрону животных с экспериментальной ДГПЖ поддерживать количество 
эритроцитов в периферической крови на физиологическом уровне.
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Characteristics of the erythron in rats with experimental benign prostatic hyperplasia
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, 454092, Russian Federation

Aim: to determine the features of erythropoiesis in rats with experimental benign prostatic hyperplasia (BPH) induced 
by long-term sulpiride administration. 
Methods. Experimental model of BPH: rats were administered sulpiride 40 mg/kg, IM, daily for 30 days. The peripheral 
erythron component (erythrocyte and reticulocyte count and erythropoietin level) was determined in the blood. The con-
dition of the central erythron component was assessed by the quantitative and qualitative composition of erythroblas-
tic islets (EI). The total number of EI was counted in a Goryaev chamber. After Pappenheim staining, the EI distribution 
by maturity classes was examined. 
Results. In rats with BPH, the blood serum content of erythropoietin was decreased by 1.3 times, but the count of eryth-
rocytes and reticulocytes did not differ from the control. The total number of EI in the bone marrow of rats with BPH did 
not differ from the control, but de novo erythropoiesis completely stopped (maturity class 1 EI disappeared). The number 
of maturity class 2 islets decreased by 3.3 times, and the number of reconstructing islets increased by 1.4 times. Mature 
EI (class 3 and involuting EI) remained at the control level. 
Conclusion. Long-term administration of sulpiride, which induces prolactin hypersecretion, facilitates the stimulation 
of erythropoiesis reconstruction in the bone marrow, which is apparently caused by tissue erythropoietin produced by 
bone marrow macrophages. This stimulation of erythropoiesis reconstruction maintains the number of erythrocytes in 
the peripheral blood of rats with BPH at a physiological level.
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Введение

Доброкачественная гиперплазия предстательной же-
лезы (ДГПЖ) является одной из самых распространенных 
патологий мочеполовой системы у мужчин старше 50 лет. 
Заболевание это полиэтиологическое, в его развитии игра-
ют роль наследственные факторы и особенности возраст-
ных изменений гормонального фона. Изучением патогене-
за ДГПЖ исследователи занимаются уже несколько деся-
тилетий, но с каждым годом появляются новые сведения 
о причинах, ведущих к развитию усиленной пролифера-
ции клеток предстательной железы. Ранее нами были по-
лучены данные о том, что у крыс с экспериментальной 
ДГПЖ клетки железистого эпителия синтезируют в два 

раза больше тканевого эритропоэтина и экспрессируют 
на своей поверхности в 1,4 раза больше рецепторов к это-
му гормону [1].  При этом продукция тканевого эритро-
поэтина и экспрессия рецепторов к нему оказались неза-
висимыми процессами, и если у здоровых половозрелых 
крыс-самцов количество эритропоэтиновых рецепторов 
напрямую зависело от уровня продукции почечного эри-
тропоэтина, то при ДГПЖ эта связь была нарушена. Уди-
вительно то, что увеличение продукции тканевого эри-
тропоэтина и повышенная экспрессия рецепторов к нему 
в ткани простаты у крыс с ДГПЖ наблюдались на фоне 
достоверного снижения содержания почечного эритропо-
этина в сыворотке крови, что, несомненно, должно было 
отразиться на состоянии эритрона в целом. Целью дан-
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ной работы явилось определение характера течения эри-
тропоэза у крыс с экспериментальной ДГПЖ, вызванной 
длительным введением сульпирида. 

Методика

Работа была выполнена на 20 белых беспородных 
крысах-самцах возраста 16‒18 месяцев, ранее использо-
вавшихся в виварии для получения потомства. Вес живот-
ных к началу эксперимента составлял 360‒410 г. Экспе-
римент проводился с соблюдением принципов гуманно-
сти, изложенных в директивах Европейского сообщества 
(86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации, и соответство-
вал приказу Минздрава РФ от 01.04.2016 №199Н «Об 
утверждении правил надлежащей лабораторной прак-
тики». Крысы содержались в условиях свободного до-
ступа к воде и пище, при температуре воздуха в виварии 
+24±2°С в соответствии с правилами СП 2.2.1.3218. Еже-
дневный рацион животных состоял из специализирован-
ного гранулированного корма, соответствующего по со-
держанию питательных веществ, витаминов и минера-
лов международным стандартам и ГОСТ Р 50258-92. Все 
болезненные манипуляции с животными и их эвтаназию 
(путем дислокации шейных позвонков) проводили под 
эфирным наркозом в отдельном от вивария помещении.

Для создания экспериментальной модели доброкаче-
ственной гиперплазии предстательной железы (ДГПЖ) 
[1] опытной группе крыс (n=10) ежедневно внутримы-
шечно в течение 30 дней вводили сульпирид (Эглонил, 
раствор для внутримышечного введения, Sanofi Winthrop 
Industrie, Франция) в дозе 40 мг/кг. Крысам контрольной 
группы (n=10) ежедневно внутримышечно вводили по 0,5 
мл 0,9% раствора хлорида натрия. На следующий день по-
сле последней инъекции сульпирида в крови контрольных 
и подопытных крыс определяли показатели перифериче-
ского звена эритрона. Затем все животные были выведе-
ны из эксперимента. Эритроциты подсчитывали в камере 
Горяева, ретикулоциты – в мазке крови после 30-минутно-
го окрашивания бриллиантовым крезиловым синим. Со-
держание эритропоэтина в сыворотке определяли мето-
дом иммуноферментного анализа с помощью набора ре-
агентов «Эритропоэтин-ИФА-Бест» (ЗАО «Вектор-Бест», 
Новосибирск).

Для оценки эффективности создания модели ДГПЖ 
у каждого животного определяли относительную массу 
всей предстательной железы и относительную массу ее 
дорсолатеральных долей.

Из костного мозга бедренных костей крыс обеих 
групп выделяли эритробластические островки (ЭО) [2]. 
Костный мозг получали в результате промывания кана-
ла бедренной кости 1 мл среды выделения. 100 мл среды 
выделения содержали 70 мл среды RPMI-1640 (ПанЭко, 

Россия), 32 мл сыворотки эмбриона теленка (ПанЭко, Рос-
сия) и 1 мл гепарина (5000 МЕ, ФГУП «Московский Эн-
докринный Завод»). Костный мозг суспендировали с по-
мощью стеклянной пастеровской пипетки. В суспензии 
с помощью камеры Горяева подсчитывали общее коли-
чество ЭО по формуле: 

Общее количество ЭО = А × 250 × 2 × 106/100,
где А – количество ЭО в 100 больших квадратах; 250 – 

множитель, приводящий к объему суспензии 1 мкл (объем 
большого квадрата в камере составляет 1/250 мкл); 2 – раз-
ведение суспензии [3]. Суспензию костного мозга, полу-
ченную из одной бедренной кости, разливали в отдельные 
стерильные пластиковые чашки Петри диаметром 35 мм 
(Corning-Costar, США). Для отделения ЭО от взвеси кос-
тномозговых клеток, чашки Петри на 30 мин помеща-
ли в мультигазовый инкубатор (МСО-18М, SANYO, 
Япония) при температуре 37°С, относительной влажно-
сти 95% и содержании СО

2
 4,5%. По окончании инкубации 

с помощью шприца монослой ЭО отмывали от неадгези-
ровавшихся клеток, используя для этого среду RPMI-1640. 
После окраски по Паппенгейму адгезированных к по-
верхности чашек Петри островков оценивали их распре-
деление по 5-ти классам зрелости. «Корона» ЭО 1 класса 
была представлена дифференцирующимися из колоние-
образующей единицы эритроцитарной (КОЕэ) проэритро-
бластами и базофильными эритробластами с количеством 
клеток от 2 до 8; «корона» ЭО 2 класса – базофильными 
и полихроматофильными эритробластами с количеством 
клеток от 9 до 16; ЭО 3 класса содержали от 17 до 32 по-
лихроматофильных и оксифильных эритробластов; «коро-
на» инволюцирующих островков (ЭОинв) была представ-
лена поздними полихроматофильными, оксифильными 
эритробластами и ретикулоцитами с числом ядросодер-
жащих клеток менее 16. К реконструирующимся остров-
кам (ЭОрек) относили инволюцирующие ЭО, в «короне» 
которых обнаруживались проэритробласты и/или базо-
фильные эритробласты [4].

Статистическая обработка данных проводилась с по-
мощью лицензионного пакета прикладных программ: 
Excel 2020 и PAST версии 4.03. Для оценки достоверно-
сти различий между группами использовали непараметри-
ческие критерии Манна–Уитни и хи-квадрат. Статистиче-
ски значимыми считали различия при р≤0,05. 

Результаты 

По окончании эксперимента у животных опытной 
группы относительная масса всего органа увеличилась 
в 1,4 раза, относительная масса его дорсолатеральных от-
делов – в 2 раза. Таким образом, многократное введение 
сульпирида способствовало возникновению доброкаче-
ственной гиперплазии предстательной железы.
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Развитие ДГПЖ у крыс сопровождалось достовер-
ным снижением количества эритропоэтина, продуциру-
емого перитубулярными клетками почек: в сыворотке 
крови подопытных животных количество эритропоэти-
на уменьшилось в 1,3 раза (см. табл.). При этом число 
эритроцитов и ретикулоцитов в периферической крови 
не отличалось от контрольных показателей. Однако на 
длительное введение сульпирида заметно отреагировало 
центральное звено эритрона. Общее количество эритро-
бластических островков в костном мозге крыс с ДГПЖ 
не отличалось от показателей контрольных крыс, но при 
этом полностью исчезли ЭО 1 класса зрелости, которые 
в норме формируются на основе контакта костномозго-
вых макрофагов с колониеобразующей единицей эритро-
цитарной (КОЕэ). По этой причине в 3,3 раза уменьши-
лось и количество островков 2 класса зрелости, которые 
представляют собой следующий этап в цепи пролифера-
ции и дифференцировки эритроидных клеток – они со-
держат в своей «короне» молодые эритроидные клетки, 
образовавшиеся в результате деления КОЕэ (проэритро-
бласты и базофильные эритробласты). На фоне явного 
угнетения эритропоэза de novo было отмечено увеличе-
ние числа реконструирующихся островков: количество 
ЭОрек в костном мозге крыс с ДГПЖ увеличилось в 1,4 
раза. Это позволило центральному звену эритрона по-
допытных животных сохранить пул зрелых ЭО на уров-
не нормы – количество ЭО 3 класса зрелости и инволю-

цирующих ЭО в опытной группе не отличалось от кон-
трольных значений.

Обсуждение

В нашей лаборатории ранее были получены данные 
о том, что развитие эритроидных клеток в ЭО подвержено 
влиянию многих факторов, среди которых, наряду с гемо-
поэтическими цитокинами [5], значимыми являются ле-
карственные вещества [6] и природные регуляторные мо-
лекулы [7]. Продолжительное введение сульпирида в ор-
ганизм взрослых крыс-самцов индуцирует гиперсекрецию 
пролактина, под влиянием которого в предстательной же-
лезе увеличивается активность 5-альфа-редуктазы. Этот 
фермент способствует превращению тестостерона в диги-
дротестостерон, повышая чувствительность эпителиаль-
ных клеток ацинусов простаты к андрогенам, что, в конеч-
ном итоге, приводит к гипертрофии и усиленной проли-
ферации железистого эпителия. Стимулирующее влияние 
пролактина на эритропоэз in vivo и in vitro известно до-
статочно давно [8, 9]. При культивировании ранних кле-
ток-предшественниц (CD34+) в присутствии пролакти-
на наблюдался заметный рост числа колоний, образован-
ных в результате пролиферации бурстобразующих единиц 
эритроцитарных (БОЕэ) [10]. Авторы данного исследова-
ния доказали, что пролактин обладает реактогенным дей-
ствием – он увеличивает экспрессию эритропоэтиновых 
рецепторов на клетках CD34+, что и способствует в даль-

Таблица /Table 
Изменения показателей периферического и центрального звеньев эритрона при экспериментальной доброкачественной  
гиперплазии предстательной железы (ДГПЖ), вызванной длительным введением сульпирида
Changes in the indices of peripheral and central links of the erythron in benign prostatic hyperplasia (BPH) caused by long-term  
administration of sulpiride in an experiment

Показатели 
Indicators

Контроль (n=10) 
Control (n=10)

Опыт (ДГПЖ) (n=10) 
Experience (BPH) (n=10)

Эритропоэтин в сыворотке крови (МЕ/мл) 
Serum erythropoietin (IU/ml) 21,6 ± 0,54 16,2 ± 0,44*

Количество эритроцитов в крови (×1012/л) 
Number of red blood cells in the blood (×1012/л) 8,3 ± 0,3 7,9 ± 0,2

Количество ретикулоцитов в крови (×109/л) /
Reticulocyte count in blood (×109/л) 37,7 ± 2,8 35,5 ± 1,9

Общее количество ЭО (×103/бедр. кость) / Total EI (м103/femur) 241,6 ± 5,7 239,4 ± 6,1

ЭО 1 класса зрелости (%) / EI 1st grade maturity (%) 3,2 ± 0,1 0

ЭО 2 класса зрелости (%) / EI 2st grade maturity (%) 5,9 ± 0,2 1,8 ± 0,1*

ЭО 3 класса зрелости (%) / EI 3st grade maturity (%) 28,4 ± 1,8 25,3 ± 1,5

Инволюцирующие ЭО (%) / Involving EI (%) 50,2 ± 2,3 54,7 ± 1,2

Реконструирующиеся ЭО (%) / Reconstructed EI (%) 10,7 ± 0,6 15,2 ± 0,8*

Примечание. * отмечены достоверные различия между контрольной и опытной группами (p<0,05); ЭО – эритробластические островки.
Note. * significant differences between the control and experimental groups are indicated (p<0.05); EI – erythroblastic islets.
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нейшем дифференцировке стволовых клеток в эритроид-
ном направлении. При изучении  влияния рекомбинант-
ного человеческого пролактина на кроветворение у ле-
тально и сублетально облученных мышей были получены 
данные о стимуляции эритропоэза и увеличении выжива-
емости животных [11]. 

Известно, что главный регулятор развития эритроид-
ных клеток – эритропоэтин синтезируется не только пе-
ритубулярными клетками почек. Этот гормон синтезиру-
ют нейроны и астроциты головного мозга [12, 13], мото-
нейроны шейного отдела спинного мозга [14], миобласты 
скелетных мышц  [15], клетки сетчатки глаза  [16]. Кро-
ме того, эритропоэтин синтезирует и одна из самых гете-
рогенных популяций клеток млекопитающих – макрофа-
ги [17, 18]. В костном мозге способностью синтезировать 
эритропоэтин обладают как эритроидные клетки-предше-
ственницы [19], так и макрофаги, вокруг которых форми-
руется «корона» эритроидных клеток [20]. В своем недав-
нем исследовании канадские учёные [21], демонстрируя 
способность макрофагов ЭО синтезировать эритропоэтин, 
высказали предположение о том, что продукция эритропо-
этина в макрофагах ЭО in situ, поддерживает базальный 
эритропоэз в костном мозге. Вышеизложенная гипотеза 
согласуется с полученными нами данными. Мы также по-
лагаем, что именно продукция эритропоэтина централь-
ными макрофагами ЭО обеспечивает непрерывное раз-
витие эритроидных клеток в костном мозге, поскольку 
макрофаги реализуют конституитивный тип секреции 
эритропоэтина, в отличие от перитубулярных клеток по-
чек, которые осуществляют регулируемую секрецию гор-
мона преимущественно в ответ на гипоксический стимул.   

Заключение

Длительное введение животным сульпирида, инду-
цирующего гиперсекрецию пролактина, способствует 
стимуляции процесса реконструкции эритропоэза в ЭО 
костного мозга, что, по-видимому, происходит под дей-
ствием тканевого эритропоэтина, продуцируемого кос-
тномозговыми макрофагами. Эта стимуляция повторно-
го вовлечения костномозговых макрофагов в эритропоэз, 
способствующая формированию ЭО, позволяет эритро-
ну животных с экспериментальной ДГПЖ поддерживать 
количество эритроцитов в периферической крови на фи-
зиологическом уровне.
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Донников М.Ю., Морозкина А.В., Коваленко Л.В.

Роль микробиоты в патогенезе и патоморфозе муковисцидоза
БУ ВО «Сургутский государственный университет», 628416, Сургут, Россия, проспект Ленина, д. 1

Обзор содержит актуальные представления о микробиоте легких и ее важной роли на разных этапах разви-
тия такого тяжелого наследственного заболевания, как муковисцидоз. Еще 20 лет назад он был фатальным 
заболеванием, в современных условиях муковисцидоз демонстрирует тенденцию к патоморфозу, так как с 
помощью базисной и таргетной патогенетической терапии становится контролируемой патологией. Дисбиоз 
микробного сообщества, непосредственно вовлеченного в порочный круг при муковисцидозе, играет веду-
щую роль в клинических проявлениях заболевания, прежде всего, патологии дыхательной системы. Новые 
молекулярно-генетические методы секвенирования позволили расшифровать сложную динамичную кар-
тину микробиома дыхательных путей у пациентов разных возрастных категорий, что позволило разработать 
модели, наиболее точно описывающие этапы развития микробиоты в зависимости от стадии заболевания.
Изучение патогенных микробных сообществ, корреляции их состава с клиническим статусом пациентов и вли-
яния модуляторов функции трансмембранного регулятора муковисцидоза, открывают новые возможности в 
поиске специфичных биомаркеров заболевания, позволяющих объективно оценить прогноз для каждого паци-
ента. Несмотря на моногенную наследственную природу, муковисцидоз это многофакторное заболевание, при 
котором взаимодействие генотипа пациента с микробиомом определяет спектр клинических проявлений и 
эффективность базисной и таргетной терапии.
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Donnikov M.Yu., Morozkina A.V., Kovalenko L.V.

The role of microbiota in pathogenesis and pathomorphosis of cystic fibrosis
Surgut State University, 1 Prospekt Lenina, Surgut 628416, Russian Federation

The review presents current ideas about the lung microbiota and its important role at different stages of the develop-
ment of cystic fibrosis, a severe hereditary disease. Just 20 years ago, cystic fibrosis was a fatal disease, but now it 
demonstrates a tendency towards pathomorphosis, since it becomes a controllable pathology due to basic and targeted 
pathogenetic therapy. Dysbiosis of the microbial community directly involved in the cystic fibrosis vicious cycle plays a 
leading role in clinical manifestations of the disease, primarily in the pathology of the respiratory system. New molecu-
lar sequencing methods have made it possible to decipher the complex dynamic picture of the respiratory tract micro-
biome in patients of different age categories. This allowed creating models that most accurately describe the stages of 
microbiota development depending on the stage of the disease.
Studying pathogenic microbial communities, correlations of their composition with the clinical status of patients, and effects 
of modulators of the function of the transmembrane regulator of cystic fibrosis open new opportunities in the search for 
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specific biomarkers of the disease to provide an objective prognosis assessment for each patient. Despite its monogenic 
hereditary nature, cystic fibrosis is a multifactorial disease, in which the interaction of the patient’s genotype with the micro-
biome determines the spectrum of clinical manifestations and the effectiveness of basic and targeted therapy.
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Введение

Муковисцидоз (МВ) относится к многофакторным мо-
ногенным заболеваниям человека, патофизиология кото-
рого изучена недостаточно подробно, особенно в части 
инфекционного поражения легких, обусловленного воз-
действием патогенной микрофлоры. Хроническая инфек-
ция дыхательных путей является ведущей причиной ле-
тальности при МВ, несмотря на значительный прогресс 
в терапии заболевания. До недавнего времени изучение 
легочной патологии при МВ фокусировалось на извест-
ных культивируемых патогенах. С развитием технологий 
секвенирования, исследование микроорганизмов расши-
рено до подробного изучения состава микробных сооб-
ществ, включая некультивируемые виды.

Прогресс в терапии МВ, демонстрирующий значи-
тельное увеличение продолжительности жизни таких па-
циентов, особенно при подключении таргетных препара-
тов, позволяет использовать понятие патоморфоза – мо-
дификации течения заболевания под влиянием различных 
факторов. В настоящее время патоморфоз МВ можно рас-
сматривать как некий приобретенный признак, который 
генетически не закреплен (исключая исследования в обла-
сти генной терапии наследственных заболеваний) и кото-
рый проявляется в негативной (классической) форме по-
сле прекращения терапии.

В данном обзоре мы обобщаем имеющийся массив 
накопленной за последние годы научной информации, 
описывающей патогенетическую роль микроорганизмов 

в составе микробиоты в эволюции муковисцидоза как за-
болевания, к которому применимо понятие патоморфоза.

Патогенетические аспекты муковисцидоза

Муковисцидоз (кистозный фиброз) – полиорганное 
аутосомно-рецессивное заболевание, развивающееся при 
наличии двух мутаций в гене, кодирующем трансмембран-
ный регулятор муковисцидоза (CFTR) [1]. К настоящему 
времени известно более 2100 мутаций в гене CFTR, клас-
сифицируемых по функциональному эффекту на 6 клас-
сов [2]: 1) дефект синтеза белка (нонсенс-мутации) и ну-
левая экспрессия на апикальной мембране; 2) дефектный 
транспорт синтезированного белка; 3) отсутствие функ-
ции белка, встроенного в апикальную мембрану; 4) сни-
женная функция белка при нормальном количестве в мем-
бране; 5) сниженное количество белка с нормальной функ-
цией; 6) сниженная стабильность белка.

Белок CFTR функционирует в качестве анионного 
трансмембранного канала в мембранах эпителиальных 
клеток, поэтому мутации гена CFTR являются этиоло-
гическим фактором, определяющим дальнейший пороч-
ный круг событий: снижение транспорта ионов хлорида 
и бикарбоната в клетки, изменение состава секрета дыха-
тельных путей и экзокринных желез (в первую очередь, 
поджелудочной железы), снижение мукоцилиарного кли-
ренса, хроническое инфицирование и воспаление, и в ко-
нечном итоге, дисфункция легких и поджелудочной же-
лезы с развитием дыхательной недостаточности. Пони-
мание причин патологии и расшифровка молекулярных 
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механизмов развития муковисцидоза (МВ) за последние 
декады интенсивного научного поиска привело к суще-
ственному увеличению продолжительности и качества 
жизни пациентов [3].

Ряд исследований установил взаимосвязь между ге-
нотипом и респираторным фенотипом [4] – например, ко-
лонизация одним из самых грозных микробных патоге-
нов Pseudomonas aeruginosa прямо связана с наличием 
мутации F508del. Однако, для других мутаций не наблю-
дается значимой корреляции с прогрессированием забо-
левания, а пациенты с одинаковым генотипом (в т.ч. сиб-
сы) дискордантны по степени клинических проявлений.

Прежде, чем рассматривать детали влияния таргетной 
терапии на микробиом дыхательной системы пациентов 
с МВ, необходимо обсудить вопросы патогенеза заболе-
вания и элементы порочного круга, ведущего к критичной 
дисфункции легких. Первые модели воспаления в дыха-
тельных путях при МВ постулировали, что именно ухуд-
шение мукоцилиарного клиренса ведет к присоединению 
бактериальной инфекции, которая, в свою очередь, стиму-
лирует воспалительный ответ. Но недавние исследования 
на животных моделях установили, что снижение активно-
сти белка CFTR вызывает воспалительную реакцию да-
же в отсутствие инфекционных агентов [5]. У детей с МВ 
без клинических и микробиологических проявлений ин-
фекции и без КТ-признаков патологии дыхательных пу-
тей, уровни таких маркеров воспаления в бронхоальвео-
лярном лаваже (БАЛ), как количество нейтрофилов, ин-
терлейкина-8, внеклеточной ДНК, прямо коррелировали 
с концентрацией муцинов в БАЛ. Это свидетельствует 
о том, что изменения нормальных свойств секрета дыха-
тельных путей предшествуют структурным изменениям 
и присоединению инфекции [6]. Исследования на живот-
ных так же показывают, что воспаление в дыхательных пу-
тях не зависит от присутствия инфекционных агентов [7].

Ряд механизмов объясняют подобный парадокс: об-
струкция вязкой мокротой просвета бронхов вызывает ги-
поксию, клеточный стресс, некроз и высвобождение эн-
догенных молекул DAMPs (damage-associated molecular 
patterns), являющихся триггерами воспалительного от-
вета [8]. Аномальный состав секрета дыхательных путей 
также связан с нарушением иммунного ответа и повыше-
нием уровней Т-лимфоцитов, продуцирующих интерлей-
кин-17 в модели МВ (мыши Sccn1b-Tg с гиперэкспрес-
сией натриевого канала ENaC и обезвоженным секретом 
дыхательных путей) [9]. Кроме того, структурные клет-
ки дыхательных путей и сосудистого русла способству-
ют развитию воспаления при снижении активности бел-
ка CFTR: так, эндотелиоциты с нефункциональным CFTR 
постоянно экспрессируют интерлейкин-8; эпителиоциты 
без активного CFTR, демонстрируют усиленную продук-

цию провоспалительных интерлейкинов-6, -8. Таким об-
разом, для МВ характерны нарушения регуляции имму-
нитета поверхностей слизистых [10].

Микробное сообщество в патогенезе 
муковисцидоза

Термин микробиота относится ко всем микроорганиз-
мам (бактерии, вирусы, грибы, археи, простейшие), пред-
ставленным в определенной экосистеме. Изучение микро-
биоты методом высокопроизводительного секвенирования 
(NGS) с помощью транскриптомных и метаболомных ме-
тодик позволяет максимально описать микробиом, вклю-
чая также внутриклеточные механизмы и взаимодействия 
между микроорганизмами и окружающей средой (орга-
низмом хозяина) [11]. Дисбиоз характеризует изменения 
микробиома, связанные с заболеванием.

Более 80 лет, с момента первого описания МВ, ми-
кробиологи фокусировались на изучении небольшого ко-
личества канонических патогенов, включая P. aeruginosa, 
S. aureus, H. influenza, комплекса B. cepacia (BCC). Но, 
с развитием в микробиологии независимых от традици-
онных методов культивирования технологий секвениро-
вания, происходит смена парадигм, и теперь исследование 
микроорганизмов расширено до подробного изучения со-
става микробных сообществ, в т.ч. некультивируемых ви-
дов. Главными бактериальными типами (филами) в легких 
являются бактероиды и фирмикуты, в меньшей степени 
– протеобактерии и актинобактерии. Методами секвени-
рования 16S рибосомальной РНК (рРНК) был определен 
ядерный (core) микробиом, одинаковый у большинства 
людей без патологии дыхательной системы [12]. В его со-
став входят преимущественно Streptococcus, Hemophilus, 
Neisseria, Prevotella, Veilonella, Porphyromonas, Fusobac-
terium, причем последние четыре рода являются строги-
ми анаэробами несмотря на то, что легкие насыщены кис-
лородом. По мере развития при МВ хронического воспа-
ления, в легких формируются обширные зоны гипоксии, 
наличие которых вызвано образованием слизистых про-
бок из вязкого секрета [13].

Ведущую роль в раннем детском возрасте при МВ 
играет микробиота кишечника, изменения в которой вы-
зывают дисбиоз в дыхательных путях, начиная с момен-
та рождения [14]. К 11 году жизни микробное разнообра-
зие достигает пика, но затем колонизация P. aeruginosa 
становится хронической, затем – доминирующей, а бо-
гатство и разнообразие микрофлоры начинают снижать-
ся с возрастом, способствуя прогрессированию МВ [15]. 
Микробное разнообразие является объективным марке-
ром функции легких. При длительном наблюдении за па-
циентами (10 лет и более) микробное разнообразие сохра-
няется у пациентов со стабильной респираторной функ-
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цией, и снижается при ухудшении показателя ОФВ
1
 [16]. 

Это снижение прямо коррелирует с количеством доми-
нантного патогена (обычно P. aeruginosa), которое растет 
с возрастом. Другие таксоны, ассоциированные с патоге-
незом при МВ (Haemophilus, Staphylococcus, Burkholderia) 
превалируют у взрослых пациентов [17]. Ряд других па-
тогенов (неферментирующие грамотрицательные бацил-
лы Achromobacter, Stenotrophomonas) имеют схожие пат-
терны колонизации и также способствуют персистенции 
инфекции в легких при МВ [18].

Прямое влияние на патогенез МВ опосредовано ко-
лонизацией комменсалами (Porphyromonas catoniae), 
что является биомаркером снижения риска инфициро-
вания синегнойной палочкой (рис. 1, А/A) [19]. С дру-
гой стороны, инфицирование стрептококками группы 
S. milleri/anginosus (SMG) в начале обострения ассоци-

ировано с ухудшением состояния пациентов; снижение 
концентрации SMG вызывает положительный клиниче-
ский эффект [20]. Бактерии-комменсалы при МВ могут 
двояко влиять на вирулентность патогенных микроорга-
низмов (рис. 1Б/В). В модели ко-инфицирования синег-
нойной палочкой и комменсальной микробиотой эпите-
лиальных клеток человека разные штаммы Streptococcus 
miti снижают воспаление, вызванное P. aeruginosa за счет 
уменьшения выработки интерлейкина-8 и препятствия 
формированию нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(НВЛ, NET, neutrophil extracellular trap) [21]. Данный ме-
ханизм реализуется изменением метаболизма комменса-
лов, сопровождающегося модификацией микроокруже-
ния. Наоборот, некоторые комменсальные стрептококки, 
обитающие в ротовой полости, усиливают патогенные 
свойства синегнойной палочки путем повышения экс-

Рис. 1. Механизмы участия микробиоты в патогенезе муковисцидоза (по C. Thornton и соавт. [26]).
Fig. 1. Mechanisms of microbiota involvement in the pathogenesis of cystic fibrosis (adapted from S. Thornton et al. [26]).
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прессии таких факторов вирулентности, как пиоцианин 
и эластаза [22].

В состав микробиоты пациентов с МВ входят бакте-
рии, проявляющие иммуномодулирующие свойства, что 
напрямую влияет на негативную эволюцию заболевания 
(рис. 1В/С). Так, в культуре эпителиальных клеток лег-
ких человека грамположительные микрококки Rothia mu-
cilagenosa снижают интенсивность воспаления путем ин-
гибирования продукции интерлейкина-8 и активацией 
сигнального пути NF-κB [23]. Напротив, периодонталь-
ный грамотрицательный облигатный анаэроб Prevotella 
intermedia способствует прогрессированию заболевания 
за счет секреции внеклеточных цитотоксинов, вызываю-
щих накопление макрофагов и нейтрофилов в просвете 
дыхательных путей [24].

Микробиота также влияет на патоморфоз МВ путем 
модификации терапевтических воздействий (рис. 1, Г/D). 
Например, изоляты Prevotella, продуцирующие β-лакта-
мазы расширенного спектра (blaTEM+), in vitro защищают 
от действия β-лактамных антибиотиков патогены, типич-
ные при МВ (P. aeruginosa, S. aureus) [25].

Вариативность профиля микробиоты также описана 
у пациентов с легочными обострениями при МВ, при ко-
торых ключевая роль отводится анаэробам при параллель-
ном присутствии в мокроте и P. aeruginosa [27]. Анаэро-
бы становятся превалирующими видами бактерий в лег-
ких при МВ, что подтверждено рядом исследований [28], 
однако их влияние на патогенез заболевания противоре-
чиво. Например, M. Muhlebach с соавт. [29] обнаружили, 
что относительное количество анаэробов ассоциировано 
с более мягкой формой МВ, включая улучшение функции 
легких. С другой стороны, L. Caverly с соавт. [30] выяви-
ли прямую взаимосвязь между повышением количества 
анаэробов и частотой обострений при МВ. Так как кли-
нически «мягким» легочным обострениям соответству-
ет режим антибактериальной терапии (АБТ) с меньшей 
анти-анаэробной активностью, различия в компонентах 
АБТ при разных степенях обострения делают невозмож-
ным точное определение роли анаэробов при МВ. У паци-
ентов с мягкой формой МВ старше 25 лет часто наблюда-
ется повышенный уровень анаэробов и разнообразия ми-
кробного сообщества (эффект «выжившего» пациента) 
[30]. Prevotella spp. включают большое количество видов 
с разным патогенным потенциалом и поэтому являются 
одними из самых частых анаэробов при МВ [26], участвуя 
в формировании «атакующих» микробных сообществ, ре-
моделирующих дыхательные пути.

Анаэробы также являются переносчиками генов 
устойчивости к антибиотикам (в том числе гены бета-лак-
тамаз), что критично для эффективности терапии у паци-
ентов с МВ [31]. Метаболизм анаэробных бактерий спо-

собствует разрушению муцина и выработке ряда провос-
палительных короткоцепочечных жирных кислот (SCFA, 
short-chain fatty acids), амплифицирующих чрезмерный 
иммунный ответ, характеризующийся всплеском цитоки-
нов в эпителии бронхиального дерева и рекрутингом ней-
трофилов в легкие [32].

Микробиом как биомаркер муковисцидоза

С недавних пор появилась тенденция формировать 
МВ-специфичные биобанки, аккумулирующие различные 
типы образцов биоматериала пациентов с МВ. Это позво-
ляет проводить лонгитудинальные (продольные) иссле-
дования с целью лучшего понимания фактора микробио-
ты, влияющей на долговременный прогноз заболевания. 
Важной целью становится идентификация микробиомных 
биомаркеров для прогнозирования краткосрочных исходов 
болезни (обострений) и долгосрочных (снижения функ-
ции легких), а также оценка эффективности проводимой 
терапии. Данный тренд актуален в условиях, когда суще-
ствующие микробиологические подходы (рутинное иссле-
дование бактериальных культур, чувствительности к ан-
тибиотикам) слабо коррелируют с исходами заболевания. 
Так, N. Acosta с соавт. [33] исследовал образцы мокроты 
у 104 пациентов с МВ с целью оценки корреляции между 
состоянием микробиоты и прогнозом заболевания. Оказа-
лось, что результаты традиционных микробиологических 
тестов (в том числе на канонические патогены) слабо кор-
релировали с клиническими исходами, тогда как расши-
ренное тестирование микробиоты методами NGS позво-
ляет выявить объективные предикторы прогрессирования 
МВ: снижение альфа-разнообразия, преобладание Pseu-
domonas, снижение уровня Streptococcus.

Классическое культивирование известных патогенов 
при МВ само по себе не дает прямых предположений о ро-
ли возбудителей в прогрессировании заболевания, тогда 
как количественная оценка их соотношений (например, 
Pseudomonas и Stenotrophomonas) позволяет построить 
предиктивную модель течения МВ, показавшую эффек-
тивность на практике [34]. Проспективное исследова-
ние M. Nelson с соавт. с использованием метагеномного 
секвенирования показало, что использование антибиоти-
ка тобрамицина вызывает изменения в недоминирующих 
микроорганизмах микробного сообщества, не оказывая 
заметного влияния на P. aeruginosa [35]. Подобные ис-
следования дают надежду на то, что подробное изучение 
микробиоты с привлечением технологий секвенирования 
позволит идентифицировать неизвестные до настоящего 
времени микроорганизмы, вовлеченные в патогенез МВ 
и выявить потенциальные биомаркеры для персонализа-
ции антибактериальной терапии. Однако, внедрение но-
вых методов исследования микробиоты в клиническую 
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практику имеет ряд ограничений. Это и высокая стои-
мость по сравнению с классическими микробиологиче-
скими подходами, и длительность получения результатов, 
определяемая в том числе требованием сложной биоин-
форматической обработки данных.

Экологическая концепция динамики микробиоты 
при муковисцидозе

Микробиом и в норме, и в патологии является динамич-
ной персонализированной системой, мониторинг которой 
также требует индивидуального подхода [17]. Первые по-
пытки описать динамику экосистемы легких при МВ были 
предприняты F. Harrison [36], в которой автор представил 
пораженный орган как сообщество, в котором происходят 
процессы ко-инфицирования, межмикробных взаимодей-
ствий (синергизм, антагонизм) и микробной эволюции. 
Далее van der Gast с соавт. [37], используя секвенирова-
ние 16S рРНК, развил представление о микробном сооб-
ществе как совокупности ядерных (core) и транзитных 
группировок. D. Conrad с соавт. [38] постулировал суще-
ствование двух функциональных состояний микробиоты 
легких: стабильное, персистирующее устойчивое (climax) 
состояние и вирулентное транзитное состояние, ассоци-

ированное с обострениями (модель CAM – сlimax-attack 
model). Так как оба состояния – функциональные по при-
роде, они не обязательно должны таксономически разли-
чаться, что согласуется с рядом наблюдений, не выявив-
ших значимые различия в микробиоте между пациентами 
со стабильным состоянием вне обострений и при обостре-
ниях. Однако, в недавнем исследовании S. Widder с соавт. 
[39] разработали микробиомные дескрипторы для моде-
лирования реорганизации микробных сообществ при обо-
стрениях МВ, что позволило выявить два режима дисби-
оза с противоположной динамикой и составом сообществ 
вне и во время обострений. Необходимо отметить, что это 
стало нетривиальной задачей из-за поиска закономерно-
стей в массиве данных, раздробленных по причине инди-
видуального микробного состава для каждого из 880 про-
анализированных образцов мокроты.

R. Khanolkar с соавт. включили временной фактор 
в разработанную модель экологической сукцессии поли-
микробных сообществ в легких при МВ (CFES-модель, 
cystic fibrosis ecological succession) [27], согласно кото-
рой экосистема легких на протяжении жизни пациен-
та последовательно проходит через смены (сукцессии)  
микробиоты (рис. 2):

Рис. 2. Этапы сукцессии микробиоты при муковисцидозе от рождения до взрослого состояния пациента. Градиентом выделены 
основные параметры для каждого из этапов; светлый оттенок – указывает на низкий уровень, темный – на высокий уровень (по 
R. Khanolkar [27]).
Fig. 2. Stages of microbiota succession in cystic fibrosis from birth to adulthood. The main parameters for each stage are highlighted with 
a gradient; a light shade indicates a low level, while a dark shade indicates a high level (adapted from R. Khanolkar [27]).
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I. Первичная колонизация микрофлорой верхних ды-
хательных путей, рта, глотки вскоре после рождения: при 
обычных родах – влагалищной микрофлорой матери, при 
оперативном родоразрешении – микрофлорой кожи и вну-
трибольничными микроорганизмами. Уже в первые ме-
сяцы после рождения наблюдаются существенные разли-
чия между назофарингеальной микрофлорой детей с МВ 
и здоровых детей, с преобладанием пионерных видов 
Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas у детей с МВ 
[40]. Ранний паттерн сукцессии также отличается при па-
тологии: сдвиг доминантной флоры от S. aureus, H. influen-
zae к стрептококкам и Moraxella spp. к 3 месяцу, тогда как 
у здоровых детей сохраняется доминирование Moraxella 
spp., Corynebacterium spp., H. influenzae [40]. Хотя драйвер 
этих различий неизвестен, воспаление в дыхательных пу-
тях при МВ обнаруживается даже при отсутствии клини-
чески диагностируемой инфекции. Причиной могут быть 
недиагностированные возбудители, измененный иммуни-
тет и сниженный мукоцилиарный клиренс [41].

Исследования микробиоты дыхательных путей при 
МВ в раннем детском возрасте P. Jorth с соавт. [42] позво-
ляют сделать вывод о том, что пионерные виды бактерий 
являются традиционными патогенами при МВ, тогда как 
анаэробы и таксоны окружающей среды – лишь транзит-
ные контаминанты из верхних дыхательных путей;

II. Первичная сукцессия и промежуточное сообще-
ство. К 3-му году жизни серологическое подтверждение 
наличия интермиттирующей инфекции P. aeruginosa об-
наруживается у 95% детей с МВ [43]. Источник патогенов 
– окружающая среда (почва) или горизонтальная транс-
миссия между пациентами [44]. Инфицирование P. aeru-
ginosa, BCC (Burkholderia cepacia complex) определяют 
плохой прогноз из-за частых обострений и снижения ле-
гочной функции в долгосрочной перспективе [45]. Драй-
веры данной сукцессии неизвестны, но для ряда микро-
организмов было показано их влияние на колонизацию 
другими патогенами например, S. aureus предрасполага-
ет к инфицированию P. aeruginosa за счет метаболической 
взаимосвязи: P. aeruginosa использует лактат, продуциру-
емый S. aureus, но параллельно ингибирует рост стафи-
лококков за счет секвестрации ионов железа и продукции 
антимикробных субстанций [46].

Структура микробного сообщества меняется также 
под воздействием микроокружения в легких, которые яв-
ляются гетерогенным компартментализованным органом 
с разными уровнями оксигенации и химическим составом 
среды вследствие постоянной продукции вязкой мокроты 
и хронической микроаспирации при МВ. Так, области ги-
поксии и вариабельной кислотности могут становиться 
нишами с благоприятными условиями для развития анаэ-
робных бактерий. Установлено, что снижение рН среды 

и анаэробная ферментация активируют синтез 2,3-бутан-
диона стрептококками, что защищает их от летального 
закисления. Эти продукты метаболизируются синегной-
ной палочкой с продукцией антиоксидантных феназинов, 
что также защищает бактерии от деструкции [47]. Кроме 
того, 2,3-бутандион усиливает формирование биопленок 
P. aeruginosa, что снижает эффективность антибиотиков 
и способствует поддержанию хронического воспаления 
в дыхательных путях. Анаэробные условия позволяют 
P. aeruginosa формировать макроколонии, успешно про-
тивостоящие атакам лейкоцитов и цитотоксическому зве-
ну иммунитета [48];

III. Зрелое (climax) сообщество, состоящее из бакте-
риальных «лидеров», захвативших первенство (P. aerugi-
nosa, BCC), развивается постепенно в условиях жесткой 
конкуренции в гетерогенном и иммуногенном микроокру-
жении дыхательных путей, на основе пионерных видов 
и промежуточного сообщества, ранее обеспечивших ремо-
делирование структуры легких. Микроорганизмы-лидеры 
используют ряд механизмов для обеспечения доминиро-
вания, что позволяет вытеснять промежуточные виды. На-
пример, продукция аммония стабилизирует рН и препят-
ствует созданию условий, благоприятных для анаэробов 
[49]. P. aeruginosa, BCC продуцируют 2-алкил-4(1Н)-хи-
нолоны и феназины, секвестрирующие эссенциальные 
биомолекулы (железо), или используют альтернативные 
метаболические пути в условиях недостатка кислорода, 
чем препятствуют дестабилизации сложившегося сооб-
щества лидерных микроорганизмов [47];

IV. Пертурбации сообщества – транзитные феноме-
ны, вызывающие значительные изменения в структуре 
микробного сообщества, которые при МВ соответствуют 
эпизодам клинического обострения заболевания, циклам 
антибактериальной терапии, состояния после трансплан-
тации легких. Обострения в течении МВ – неизбежная 
ситуация, неоднократное повторение которой ведет к не-
обратимым повреждениям структуры легких [50]. Му-
козный секрет в просвете дыхательных путей из-за нару-
шенного транспорта бикарбонатов имеет сниженный рН 
даже в отсутствии инфицирования [45], что способству-
ет росту кислотоустойчивых микроорганизмов (Lactoba-
cillus, Streptococcus, Prevotella, Veillonella, Rothia, Granu-
licatella), метаболизм которых поддерживает низкий рН 
в микроокружении по механизму положительной обрат-
ной связи [49]. Далее наблюдается рост анаэробных бак-
терий и нарушение композиции сложившегося к момен-
ту обострения климаксового сообщества.

Экологическая теория существования микробных со-
обществ предсказывает, что устойчивость сообщества 
к пертурбациям тем выше, чем больше видов его форми-
рует. Богатый микробный состав увеличивает функцио-
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нальный потенциал сообщества к нивелированию воздей-
ствий внешней среды, чем предотвращает устойчивую ин-
вазию конкурентных видов [27]. Анализ мокроты и БАЛ 
пациентов с МВ в сравнении со здоровыми контролями 
показывает зависимое от возраста снижение разнообра-
зия микробиоты, часто сопровождающееся закреплени-
ем доминантных таксонов (составляющих >50% относи-
тельного разнообразия) [17]. Таким образом, с возрастом 
устойчивость обедненной микробиоты к пертурбациям 
снижается, что способствует увеличению частоты легоч-
ных обострений [39];

V. Вторичная сукцессия – процесс возвращения к ста-
бильному состоянию, сопровождающийся экспансией вы-
живших представителей микробиоты в освободившихся 
экологических нишах (например, после курса АБТ) и су-
щественным обновлением клональных линий. Так, после 
снятия антибиотиками эпизода обострения, микробиота 
будет включать те же патогены, что и в климаксовом со-
обществе (до пертурбации), но доминировать будут кло-
ны с высоким уровнем антибиотикорезистентности [45]. 
Метастабильное состояние микробиоты во время пертур-
бации создает кратковременное окно возможностей для 
интродукции сторонних микроорганизмов, но, как прави-
ло, к этому времени ремоделированные дыхательные пу-
ти не являются благоприятной средой для их развития, 
и они быстро вытесняются резидентами предыдущей вер-
сии сообщества. Таким образом, этапный процесс эколо-
гической сукцессии позволяет объяснить цикличную при-
роду легочных обострений при МВ.

Влияние таргетной терапии на микробиоту  
и патоморфоз муковисцидоза

Последние годы ознаменовались стремительным про-
грессом в таргетной патогенетической терапии модулято-
рами функции белка CFTR – низкомолекулярными веще-
ствами, корректирующими молекулярные дефекты [51]. 
Исторически первый модулятор ивакафтор был одобрен 
для лечения пациентов с редкой мутацией G551D, от-
носящейся к III классу, при которой белок синтезирует-
ся и экспрессируется в обычных количествах, но не осу-
ществляет транспортную функцию. Ивакафтор является 
потенциатором, увеличивающим частоту открытия кана-
ла CFTR и ионную проводимость [52]. Однако, данный 
препарат подходит лишь примерно 5% пациентов с МВ, 
у которых наблюдается существенное улучшение функ-
ции легких и снижение частоты обострений, что под-
тверждается снижением значений потового теста, позво-
ляющего напрямую оценивать анионную транспортную 
активность хлорного канала CFTR, и поэтому являюще-
гося золотым стандартом в диагностике МВ. Внедрение 
ивакафтора в клиническую практику стало определенной 

точкой отсчета для оценки эффективности последующих 
модуляторов функции белка CFTR.

Разработка следующего поколения таргетных препа-
ратов при МВ была направлена на самую большую ко-
горту пациентов, несущих частую мутацию F508del (де-
лецию аминокислоты фенилаланина в 508 позиции бел-
ка, затрагивающую активный центр белка и снижающую 
его транспортную функцию). Данная мутация встречает-
ся по меньшей мере у 90% пациентов с МВ, причем по-
ловина из них являются гомозиготами [53]. Идентифика-
ция фармсубстанций, корректирующих негативный эф-
фект F508del оказалась нетривиальной задачей, так как 
мутация нарушает нормальный фолдинг белка в эндо-
плазматической сети клетки, что ведет к деструкции боль-
шей части протеина еще до этапа встраивания в апикаль-
ную мембрану.

Комбинации модуляторов (люмакафтор-ивакафтор, 
тезакафтор-ивакафтор) демонстрировали in vitro эффек-
тивное восстановление активности белка CFTR, но лишь 
умеренные клинические изменения у пациентов с МВ, 
и таким образом, не нашли дальнейшего применения. 
Однако, комбинация трех препаратов (элексакафтор-те-
закафтор-ивакафтор, ETI) оказалась весьма эффектив-
ной в клинических испытаниях у пациентов с мутацией 
F508del [54]. Механизм эффективности таргетной тера-
пии комплексный и включает, помимо непосредственно-
го корректирующего/потенцирующего влияния на хлор-
ный канал CFTR, также антимикробное действие хино-
лонового кольца в молекуле ивакафтора (ингибирование 
бактериальной ДНК-гиразы и топоизомеразы IV) и улуч-
шение мукоцилиарного клиренса за счет снижения вяз-
кости мокроты [55].

У пациентов с МВ, получающих тройную таргетную 
терапию, было отмечено повышение разнообразия ми-
кробиоты, преимущественно включающих виды, харак-
терные для здоровых людей (Rothia, Streptococcus, Veil-
lonella, Prevotella) и заметное снижение бактериальной 
нагрузки специфичными для МВ патогенами – напри-
мер, синегнойной палочкой [56]. Отрицательные резуль-
таты культивирования P. aeruginosa в течение первого го-
да таргетной терапии наблюдались у 36–45% пациентов 
[57]. Пациенты с хронической инфекцией P. aeruginosa, 
S. aureus труднее избавлялись от этих патогенов при срав-
нении с пациентами с интермиттирующей инфекцией. 
В случае инфицирования метициллин-устойчивым S. au-
reus (MRSA) данные об эффективности таргетной тера-
пии противоречивы: несмотря на терапию, S. aureus оста-
вался доминирующим патогеном в когорте пациентов (де-
тей) с сохранной функцией легких [57]. M. Pust с соавт. 
[58] выявили наличие P. aeruginosa в легких здоровых де-
тей, что не требовало лечения.
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Обзоры

Данные регистров пациентов с МВ показывают зна-
чительное уменьшение (до 76%) частоты обострений при 
использовании таргетной терапии [59]. A. Miller с соавт. 
[60] наблюдали радикальное снижение частоты госпита-
лизаций (включая кислородную поддержку и неинвазив-
ную вентиляцию легких), курсов антибактериальной те-
рапии уже в первые недели лечения. Стертая клиническая 
картина эпизодов обострения, не соответствующая четким 
критериям назначения антибактериальной терапии, отно-
сится к проявлениям патоморфоза МВ, что требует вне-
сения коррективов в список показаний для антибактери-
альной терапии у пациентов с МВ.

Заключение

Патоморфоз муковисцидоза, наблюдаемый послед-
нее десятилетие, является примером успеха совмест-
ных усилий научного и клинического сообщества в рас-
шифровке этиологии и патогенеза прежде фатальной 
патологии, которая в настоящее время трансформиру-
ется в контролируемое заболевание с нормальной про-
должительностью и качеством жизни для пациентов. 
Главный вывод из имеющихся данных по использо-
ванию таргетной терапии при муковисцидозе – целе-
сообразно начинать применение таргетных препара-
тов как можно раньше, до этапа хронизации инфек-
ции. Поэтому наиболее эффективной таргетная терапия 
становится именно у детей в раннем возрасте, на эта-
пах отсутствия инфекционного компонента или интер-
миттирующей инфекции микробными патогенами, до-
минирующими при МВ.

Более полное понимание экосистемы микробиоты 
при МВ требует проспективных исследований микро-
биома, метагенома, метатранскриптома и метаболома для 
подробного описания разнообразия и динамики. Серьез-
ным ограничением для всех моделей микробиоты при МВ 
является недостаточное представление о роли организ-
ма хозяина (человека) в экологии дыхательной системы, 
включая локальные иммуногенные, структурные, физи-
ко-химические изменения, влияющие на обеспеченность 
сообщества нутриентами и субстратами. С дальнейшим 
развитием персонализированной медицины, исследование 
специфичного для каждого пациента профиля микробио-
ты становится важным в контексте повышения эффектив-
ности лечения обострений и решения проблемы лекар-
ственной устойчивости.
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Некоторые аспекты патофизиологии ревматоидного артрита
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Обзор посвящен анализу основных механизмов развития ревматоидного артрита (РА). Хронический воспали-
тельный процесс и локальная гипоксия синовиальных тканей нуждаются в повышенном поступлении кисло-
рода, что обусловливает необходимость образования новых капилляров. Активируется ряд проангиогенных 
факторов, в том числе фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), молекул адгезии, провоспалительных цитоки-
нов, хемокинов, матриксных металлопротеиназ. Под их влиянием происходит пролиферация эндотелиальных 
клеток, формирование тубулярных структур, связанных с базальной мембраной, и образование новой прими-
тивной сосудистой сети. Важная роль при РА принадлежит митохондриальной дисфункции (МД). Митохондрии в 
очаге воспаления обеспечивают клетку повышенным образованием энергии и активных форм кислорода (АФК). 
В условиях РА гипоксия, повышенная частота мутаций митохондриальной ДНК (мтДНК) и избыточная продук-
ция АФК, по всей вероятности, инициируют МД. Это приводит к активации аутофагии, образованию инфлам-
масомы NLRP3 и выходу аберрантной мтДНК в цитозоль через пору, открывающуюся в наружной мембране 
митохондрий. Выходящие митохондриальные структуры воспринимаются как молекулярные паттерны, свя-
занные с повреждением (DAMP), что активирует аутоиммунный воспалительный процесс. Большое значение 
в патогенезе РА имеет активация свободно-радикального окисления. При развивающейся гипоксии в клетках 
воспалительного очага происходит сдвиг баланса оксидантных и антиоксидантных факторов в сторону чрез-
мерного образования АФК, что приводит к активации T- и B-лимфоцитов, макрофагов, способствует формиро-
ванию внеклеточных ловушек нейтрофилов. Все это существенно стимулирует течение аутоиммунного воспа-
ления. Стимуляция свободными радикалами функциональной активности фибробластоподобных синовиоци-
тов, усиливает выработку ими провоспалительных цитокинов, повышает инвазивность и задерживает апоптоз 
этих клеток. Кроме того, чрезмерная активация радикального окисления вносит вклад в повреждение сустав-
ного хряща и эрозию кости посредством активации ферментов, разрушающих хрящ и внеклеточный костный 
матрикс. Возникающий дисбаланс между остеобластами и остеокластами в пользу последних индуцирует про-
цесс костной резекции.

Ключевые слова: ревматоидный артрит; ангиогенез; митохондриальная дисфункция; свободно-радикальное 
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Some aspects of the pathophysiology of rheumatoid arthritis
Altai State Medical University, 40 Lenin Ave., Barnaul, 656038, Russian Federation

The review is devoted to the analysis of the main mechanisms of development of rheumatoid arthritis (RA). Chronic 
inflammatory process and local hypoxia of synovial tissues require an increased supply of oxygen, which necessitates 
the formation of new capillaries. A number of proangiogenic factors are activated, including vascular endothelial growth 
factor (VEGF), adhesion molecules, proinflammatory cytokines, chemokines, and matrix metalloproteinases. Under their 
influence, the proliferation of endothelial cells occurs, the formation of tubular structures associated with the basement 
membrane, and the formation of a new primitive vascular network. Mitochondrial dysfunction (MD) plays an impor-
tant role in RA. Mitochondria at the site of inflammation provide the cell with increased production of energy and reac-
tive oxygen species (ROS). In RA conditions, hypoxia, increased mitochondrial DNA (mtDNA) mutation rates, and excess 
ROS production are likely to initiate MD. This leads to the activation of autophagy, the formation of the NLRP3 inflam-
masome, and the release of aberrant mtDNA into the cytosol through a pore that opens in the outer mitochondrial mem-
brane. Emitted mitochondrial structures are sensed as damage-associated molecular patterns (DAMPs), which activate 
an autoimmune inflammatory process. Activation of free radical oxidation is of great importance in the pathogenesis 
of RA. With developing hypoxia in the cells of the inflammatory focus, the balance of oxidative and antioxidant factors 
shifts towards excessive formation of ROS, which leads to the activation of T- and B-lymphocytes, macrophages, and 
promotes the formation of extracellular traps of neutrophils. All this significantly stimulates the course of autoimmune 
inflammation. Stimulation of the functional activity of fibroblast-like synoviocytes by free radicals enhances their produc-
tion of pro-inflammatory cytokines, increases invasiveness and delays the apoptosis of these cells. In addition, exces-
sive activation of radical oxidation contributes to articular cartilage damage and bone erosion through the activation of 
enzymes that degrade cartilage and extracellular bone matrix. The resulting imbalance between osteoblasts and osteo-
clasts in favor of the latter induces the process of bone resection.
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Ангиогенез при ревматоидном артрите

Как установлено, начинающийся при ревматоидном 
артрите (РА) воспалительный процесс в суставах про-
текает на фоне локальной гипоксии. Увеличенная по-
требность в поступлении кислорода и питательных ве-
ществ в связи с усилением клеточной миграции и про-
лиферативных процессов в очаге воспаления, с одной 
стороны, индуцирует гипоксию, а с другой – обуслов-
ливает необходимость образования новых капилляров. 
В результате происходит локальный сдвиг равновесия 
в сторону преобладания ангиогенных факторов над ан-
тиангиогенными, эндотелиальные клетки (ЭК) перехо-
дят из обычного дремлющего состояния в активное, что 

является триггером феномена, называемого «включе-
ние ангиогенеза» [1].

Ангиогенез, как образование новых капилляров из ра-
нее существовавших, является комплексным многофактор-
ным процессом, играющим ключевую роль в патогенезе 
РА. Он включает ряд последовательных стадий: 1. Акти-
вация эндотелиоцитов с протеолитическим разрушением 
базальной мембраны и межклеточного матрикса; 2. Ми-
грация и прикрепление ЭК; 3. Пролиферация ЭК; 4. Фор-
мирование тубулярных структур с базальной мембраной, 
которые являются новыми кровеносными сосудами при-
митивной капиллярной сети [2−4].

Среди многочисленных эндогенных соединений, 
участвующих в индукции неоваскуляризации, выделя-
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ют следующие: фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), 
фактор роста фибробластов (FGF); трансформирующий 
фактор роста (TGF), фактор тромбоцитарного происхож-
дения (PDGF), ангиопоэтины (ANG), хемокины, провос-
палительные цитокины, матриксные металлопротеина-
зы (ММП), интегрины, протеазы, эфрины. Активиру-
ются синтез простагландинов, образование оксида азота 
(NO), ряд внутриклеточных сигнальных путей, таких как 
Notch, Wnt, PI3K-Akt и другие [3, 5, 6]. Перечисленные 
факторы и соединения совместно обеспечивают процесс 
образования новых кровеносных сосудов по ходу ини-
циирования сложного процесса неоваскуляризации и его 
регулирования. Важно отметить, что многие из этих про-
ангиогенных факторов активируются в ответ на развива-
ющуюся гипоксию благодаря стимулирующему воздей-
ствию HIF-1α [6, 7].

В начальной стадии РА, когда формируется воспали-
тельная реакция, происходит усиленная миграция из кро-
веносного русла в синовиум миелоидных и лимфоидных 
клеток. Ключевая роль здесь принадлежит моноцитам, ко-
торые конвертируются в основном в М1 макрофаги в си-
новиальной жидкости. Макрофаги вступают в контакт 
с синовиальными фибробластами (СФ), покрывающи-
ми выстилающий слой синовиальной мембраны, что об-
условливает обильную секрецию таких факторов роста, 
как VEGF и FNF, – основных регуляторов ангиогенеза. 
Этому же способствует и гипоксия, поскольку установле-
но, что HIF-1α прямо и косвенно стимулирует экспрессию 
VEGF. Одновременно активированные макрофаги и СФ 
секретируют большое число провоспалительных цитоки-
нов, по-видимому, также тесно связанных с ангиогенезом. 
Макрофаги и СФ стимулируют соответствующие рецепто-
ры на мембранах ЭК, активируя их. Это ключевое в ходе 
ангиогенеза взаимодействие и обеспечивает образование 
новых капилляров. Такому взаимодействию способству-
ют интегрины (в основном β1 и β3), экспрессированные 
на мембранах моноцитов, а также селектины и молеку-
лы адгезии VCAM-1, ICAM-1, ICAM-3, JAM, секретиру-
емые ЭК. В результате ЭК активируются, что и определя-
ет дальнейшую динамику ангиогенеза [3, 5, 8]. Очевидно, 
что определенную роль в активации неоваскуляризации 
играют хемокины семейств CXC, CC, C, CX3C, концен-
трация которых существенно повышена в синовиальной 
жидкости пациентов с РА. Их молекулы, кроме обеспече-
ния хемотаксиса лейкоцитов и воспаления, способствуют 
образованию новых сосудов.

Цитокин VEGF-A секретируется макрофагами, СФ, 
полиморфноядерными лейкоцитами, лимфоцитами, осте-
областами (ОБ) и предназначен исключительно для воз-
действия на ЭК. Показано, что у пациентов с РА концен-
трация VEGF в крови существенно превышает контроль-

ные значения [9, 10]. Взаимодействуя со специфическими 
мембранными рецепторами, VEGF активирует ЭК. В ре-
зультате стимулируется пролиферация этих клеток, экс-
прессия тканевых факторов и разрушение плотных меж-
клеточных контактов, что приводит к повышению сосуди-
стой проницаемости. Затем, благодаря протеолитическому 
эффекту активированных ММП, происходит расплавление 
базальной мембраны капилляров с выходом ЭК и образо-
ванием трубок, которые выполняют функцию зарождаю-
щихся сосудов. Образующиеся трубки составляют основу 
новой сосудистой сети, которая регулируется PDGF и ан-
гиопоэтинами, усиливающими рекрутирование перици-
тов и образование новой базальной мембраны.

Одновременно в ходе ангиогенеза при РА активирует-
ся целый ряд внутриклеточных сигнальных путей. Среди 
них важный вклад в формирование и регулирование новых 
сосудов вносит Notch, хотя точная роль биохимического 
каскада, инициируемого этим трансмембранным белком, 
как, впрочем, и других сигнальных путей  в процессе не-
оваскуляризации при РА, остаётся во многом непонятной 
[11]. Например, большинство сведений относительно дей-
ствия каскада Notch отмечает его стимулирующее влияние 
на процесс неоваскуляризации за счет активации фактора 
HIF-1α и фактора роста VEGF-A. Показана прямая связь 
между низким уровнем pO

2
, увеличением HIF-1α в сино-

виальной жидкости и повышенным содержанием компо-
нентов Notch-каскада. Ингибирование HIF-1α приводило 
к связыванию не только HIF-1α, но и Notch [12, 13]. В то же 
время существует точка зрения о наличии обратной связи 
между действием VEGF и активностью DLL-4, эндогенного 
активирующего лиганда Notch, что обусловило предотвра-
щение избыточного ангиогенеза, индуцируемого фактором 
роста сосудов у мышей с инактивацией гена, кодирующего 
DLL-4 [11]. Это может быть обусловлено тем, что рецепто-
ры и компоненты семейства Notch обеспечивают функци-
онирование не всех эндотелиоцитов, а их экспрессия в ве-
дущих ЭК (“tip cells”), в основном обеспечивающих анги-
огенез, практически отсутствует [4].

Отметим также, что сосуды, образующиеся при РА 
в результате столь интенсивного ангиогенеза, по-видимо-
му, не являются полноценными. Формируется значитель-
ное число незрелых сосудов, не имеющих достаточного 
количества перицитов. Установлено, что в отличие от здо-
ровых лиц и пациентов с остеоартритом, при РА в части 
вновь образовавшихся сосудов происходит потеря кон-
такта эндотелиоцитов с перицитами, а в ЭК фиксируют-
ся значительные повреждения ДНК. Не исключено, что 
существенное количество нестабильных сосудов при РА 
связано с гипоксией окружающей микросреды.

В любом случае, изучение процесса неоваскуляри-
зации необходимо продолжить, поскольку он имеет важ-

К СОДЕРЖАНИЮ



104

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.101-112

Обзоры

ное значение в патогенезе РА и является перспективной 
мишенью для терапевтического воздействия на течение 
этого заболевания.

Митохондриальная дисфункция  
при ревматоидном артрите

В последние годы все большее внимание в патофизио-
логии РА отводится митохондриальной дисфункции (МД). 
В соответствии с известной теорией эндосимбиогенеза 
около двух миллиардов лет тому назад митохондрии воз-
никли в результате поглощения предшественницей совре-
менной эукариотической клетки α-протеобактерии. Благо-
даря привнесенной способности вырабатывать АТФ это, 
по образному выражению J. Friedman и J. Nunnari [14], 
позволило митохондриям стать движущей силой эволю-
ции. И действительно, митохондрии обеспечивают клетку 
энергией посредством окислительного фосфорилирования 
и через цикл трикарбоновых кислот (TCA). Однако роль 
митохондрий в клеточном гомеостазе этим, безусловно, 
не ограничивается. Они обеспечивают выработку актив-
ных форм кислорода (АФК), участвуют в регуляции вну-
триклеточного гомеостаза кальция, клеточной пролифера-
ции и метаболизме аминокислот и жирных кислот. Кроме 
того, как выяснилось, митохондрии участвуют в обеспе-
чении функциональной активности иммунных клеток, 
таких как Т- и В-лимфоциты, макрофаги и нейтрофилы. 
Всё перечисленное позволило справедливо предположить, 
что нарушение нормального функционирования митохон-
дрий или МД вносят вклад в патогенез иммунных забо-
леваний, в том числе и в развитие РА [13, 15−19]. Не ис-
ключено, что „чужеродное“ происхождение митохондрий 
также имеет отношение к развитию аутоиммунного про-
цесса. Сегодня принято считать, что митохондриальная 
ДНК (мтДНК), выделившаяся из митохондрий в услови-
ях МД, может выступать в качестве молекулярного пат-
терна, связанного с повреждением (DAMP) или алармина. 
мтДНК, как и другие признаки древних α-протеобактерий, 
а именно, неметилированные CpG-сайты и N-формильные 
пептиды могут распознаваться как чужеродные паттер-
нраспознающими рецепторами системы врожденного им-
мунитета (PRR), такими как TLR, Nod-подобные рецепто-
ры (NLR) и другие, что и обусловливает предполагаемую 
роль митохондриальных структур в процессе аутоиммун-
ного воспалительного процесса [15, 20−22].

Существует ряд причин, вызывающих МД и способ-
ствующих развитию РА. Среди них выделяют три основ-
ных тесно переплетающихся фактора: гипоксия окружаю-
щей микросреды, мутации мтДНК и окислительный вну-
триклеточный стресс.

В экспериментах in vitro было показано, что куль-
тивирование СФ, полученных от пациентов с РА в ги-

поксических условиях, наряду с активацией гликоли-
за вызывало МД, выразившуюся во множественных из-
менениях генома митохондрий, снижении синтеза АТФ 
и избыточной продукции АФК [13]. Важную роль в воз-
никновении МД при РА играет высокая частота мутаций 
мтДНК. По-видимому, это во многом обусловлено мор-
фологическими особенностями мтДНК, которая в отли-
чие от ядерной ДНК, не защищена структурами хрома-
тина и гистонов. Если учесть, что активность фермен-
тов репарации мтДНК не столь выражена по сравнению 
с ядерной ДНК, становится понятным, почему мтДНК 
легче подвергается повреждениям, в том числе и мутаци-
ям [16, 23]. Так, отсутствие гена, кодирующего нуклеазу 
репарации ДНК (MRE11A), усиливает склонность Т-кле-
ток к старению и развитию воспалительной реакции при 
РА [24]. Структура, динамика и стабильность мтДНК при 
РА подвержены воздействию избытка АФК и провоспа-
лительных факторов, особенно в фибробластоподобных 
синовиоцитах (ФПС). В свое время было показано, что 
наряду с гипоксией провоспалительные цитокины по-
вышали частоту мутаций мтДНК, что обусловило разви-
тие МД у пациентов с РА [25]. Сходные результаты бы-
ли получены и в экспериментах in vitro, в которых часто-
та мутаций мтДНК прямо коррелировала с содержанием 
провоспалительного TNF-α [26]. Наконец, как известно, 
митохондрии не только обеспечивают клетки энергией, 
но и производят значительные количества АФК, кото-
рые, в свою очередь, подвергают митохондрии окисле-
нию, образуя своеобразный порочный круг. Стало ясно, 
что окислительное повреждение митохондрий является 
одной из причин мутагенеза мтДНК [18]. Поэтому неу-
дивительно, что мтДНК весьма чувствительны к мута-
циям, вызываемым АФК, что, в свою очередь, ставит под 
угрозу кодирование 13 полипептидов, необходимых для 
функционирования электрон-транспортной цепи (ЭТЦ) 
митохондрий. Показано, например, что АТФ-синтаза, 
как и другие ферменты, обеспечивающие ЭТЦ, весьма 
чувствительна к окислительному воздействию [26, 27]. 
Митохондриальный геном является гипермутабельным 
по сравнению с ядерной ДНК, что, по-видимому, связа-
но с повреждающим действием, производимым лока-
лизованными поблизости АФК, а также с тем, что про-
цесс репликации мтДНК происходит гораздо чаще, чем 
ядерной ДНК [29].

Таким образом, неудивительно, что избыток АФК, воз-
никающий при определенных обстоятельствах, повыша-
ет риск мутаций мтДНК, что обусловливает развитие МД. 
При этом избыточные АФК, очевидно, заставляют мтДНК 
кодировать неправильные полипептиды, что ведет к кле-
точной дисфункции, а также – к повреждению собствен-
ных митохондрий [16, 19, 29].
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МД, приводящая к активации аутофагии, избыточ-
ному образованию АФК, формированию инфламмасо-
мы NLRP3, а также аберрантной мтДНК, может служить 
триггером выхода мтДНК в цитозоль через поврежден-
ную внутреннюю мембрану и зияющую переходную пору 
PTP. Затем мтДНК взаимодействует с рецептором TLR9, 
в результате чего происходит стимуляция сигнальных пу-
тей, активирующих воспаление [20]. Кроме того, мтДНК 
в условиях острого повреждения тканей может покидать 
клетки и попадать в общий кровоток. По крайней мере, 
значительный уровень внеклеточной мтДНК был обнару-
жен в плазме крови и синовиальной жидкости большин-
ства пациентов с РА [30]. Особенно важной при РА пред-
ставляется роль активируемого фактора транскрипции 
NF-κB. Этот фактор является индуктором многочислен-
ных провоспалительных цитокинов в моноцитах, макро-
фагах, а также, что особенно важно при РА, в синовиоци-
тах. В свою очередь, эти цитокины способны активиро-
вать NF-κB в Т- и B-лимфоцитах синовиальной оболочки, 
главным образом – в ФПС. Это обеспечивает дополни-
тельную экспрессию провоспалительных цитокинов и хе-
мокинов, вовлекая тем самым иммунную систему и замы-
кая порочный круг [18].

Ключевую роль в провоспалительном эффекте мтД-
НК играет инициирование и регуляция функционирова-
ния инфламмасомы NLRP3. Инфламмасома NLRP3, яв-
ляющаяся участником врожденного иммунитета, пред-
ставляет собой высокомолекулярный полипротеиновый 
комплекс, содержащий паттернраспознающие рецепто-
ры, сигнальные молекулы, каспазы-1 и -5 и другие ком-
поненты. Она обеспечивает активацию воспалительного 
ответа, способствуя созреванию и секреции цитокинов 
ИЛ-1β и ИЛ-18. Доказано, что инфламмасома высоко ак-
тивирована у пациентов с РА, а также на соответствую-
щих животных моделях как в клетках циркулирующей 
крови, так и в моноцитах/макрофагах синовиальной обо-
лочки [31‒33]. Другой важной функцией инфламмасомы 
NLRP3 является инициация пироптоза. Этот вид воспа-
лительной формы программируемой гибели клетки осу-
ществляется белком гасдермином D (GSDMD), неактив-
ным в обычных условиях, и является одним из методов 
борьбы с внутриклеточными патогенами. Гасдермин D 
является специфическим субстратом для каспазы-1, рас-
щепляющей этот белок. GSDMD, связываясь с клеточны-
ми мембранами, образует поры, что и приводит к пироп-
тозу и высвобождению большого количества медиаторов 
воспаления. мтДНК вначале покидает митохондрии, по-
падает во внеклеточное пространство и вместе с други-
ми аларминами и цитокинами является мощным актива-
тором иммунных реакций [34]. По-видимому, NLRP3 ак-
тивирует этот процесс через стимуляцию каспазы-1 [19].

Свободные радикалы и окислительный стресс  
в патогенезе ревматоидного артрита

Гипоксия и воспалительный процесс в синовиальной 
оболочке суставов, активируют избыточную продукцию 
АФК, приводящую к окислительному стрессу (ОС) и яв-
ляющуюся важным звеном в патогенезе РА.

В условиях гипоксии и воспаления окружающих тка-
ней мигрирующие лейкоциты вызывают мощный всплеск 
окисления, требующий значительного количества кисло-
рода, часть молекул которого преобразуется в различные 
свободные радикалы, способствующие возникновению 
и персистированию аутоиммунного процесса. В нормаль-
ных условиях АФК образуются в небольших количествах 
и участвуют в процессе клеточного дыхания. Кроме того, 
они осуществляют защитную роль при инфекциях и ише-
мической прекондиции, выполняют функцию сигнальных 
молекул, а также участвуют в процессе дифференцировки 
клеток и апоптозе. При этом существует баланс между об-
разованием АФК и их нейтрализацией, а также выведени-
ем из организма. Когда же происходит избыточное обра-
зование АФК или подавление антиоксидантной системы, 
баланс нарушается. Это обусловливает накопление АФК 
и связанных с ними метаболитов и приводит к поврежде-
нию тканей и развитию ОС [18, 19, 35, 36].

Сегодня мы располагаем убедительными данными, со-
гласно которым ОС играет существенную роль в патоге-
незе РА, что подтверждается выявленной положительной 
корреляцией между клинической картиной заболевания 
и рядом биохимических показателей и маркеров окисли-
тельного повреждения, обнаруживаемыми в крови и си-
новиальной жидкости пациентов [37‒42].

Роль АФК в отношении Т-клеток остается не до кон-
ца понятной и порой выглядит парадоксальной [36]. С од-
ной стороны, недавно показано, что при РА под влияни-
ем чрезмерной митохондриальной продукции АФК про-
исходит изменение путей трансформации и функции CD4+ 
Т-клеток. Вместо их конверсии в клетки памяти и наивные 
Т-клетки, CD4+Т-клетки в лимфоидных органах транс-
формируются в коротко живущие эффекторные Т-клет-
ки, которые быстро рекрутируются в синовиум. Здесь 
они поддерживают интенсивную воспалительную реак-
цию, продуцируя большое количество провоспалительных 
цитокинов [36, 43]. Важной представляется способность 
АФК активировать дифференцировку Th17, что приводит 
к усилению выработки ИЛ-17, содержание которого, как 
показано на модели экспериментального артрита, было 
существенно увеличено у нокаутных мышей. Это обусло-
вило развитие более тяжелого воспаления суставов [44].

С другой стороны, как известно, АФК необходимы для 
транскрипции и пролиферации Т-лимфоцитов, в том числе 

К СОДЕРЖАНИЮ



106

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.101-112

Обзоры

и Treg, которые являются важным подтипом CD4+Т-кле-
ток, поскольку поддерживают самотолерантность за счет 
секреции иммуносупрессивных и противовоспалительных 
цитокинов. Поэтому Treg нуждаются в АФК для обеспе-
чения противовоспалительной эффективности [43]. У мы-
шиных Th-клеток и в CD4+ Т-клеток, выделенных у па-
циентов с РА, применение прооксиданта ингибировало 
индуцированную экспрессию IL-17 клетками Th-17 [45]. 
Поэтому, по-видимому, целесообразно присоединиться 
к предположению, недавно высказанному X. Wang и со-
авторами, согласно которому АФК являются наиболее 
важным звеном между клеточным метаболизмом и защи-
той от аутоагрессивного Т-клеточного иммунитета [36].

К сожалению, отсутствует достаточная ясность 
в определении роли АФК в отношении B-клеток как в здо-
ровом организме, так и в условиях РА. По крайней мере, 
появившиеся недавно пространные обзоры, касающиеся 
в том числе и влияния АФК на эти клетки, не дают четких 
ответов на возникающие вопросы [19, 36]. Сегодня мож-
но лишь с уверенностью утверждать, что АФК в значи-
тельной степени определяют судьбу В-клеток, а значит – 
их участие в патогенезе аутоиммунного процесса. Нельзя 
отрицать значение свободных радикалов в регуляции це-
лого ряда метаболических процессов, контролирующих 
гомеостаз B-клеток за счет участия во многих внутри-
клеточных сигнальных путях в роли вторичных посред-
ников. Многочисленные данные убедительно доказывают, 
что АФК активируют созревание, активацию, дифферен-
цировку, пролиферацию и продукцию иммуноглобулинов. 
А применение антиоксидантов или скавенджеров АФК по-
давляло или ограничивало функциональную активность 
В-клеток [46‒48]. С другой стороны, в экспериментах 
I. Khamaladze и соавторов [49] показано, что нокаутные 
мыши B10Q.ACB, демонстрирующие положительную се-
лекцию аутореактивных В-клеток, были защищены от ар-
трита, индуцируемого коллагеном. А введение мутации 
в ген Ncf1, ведущей к дефициту АФК, нивелировало эту 
резистентность, что указывает на опосредованную АФК 
толерантность B-клеток к аутоантигенам. Не исключено, 
что такая дихотомия может зависеть от разницы во вну-
триклеточной концентрации АФК в В-клетках. В экспе-
риментах M.L. Wheeler и A.L. Defranco [50] были проде-
монстрированы две волны продукции АФК в B-клетках: 
быстрая (в течение 0‒2 часов после стимуляции BCR по-
коящихся лимфоцитов) и медленная (на протяжении 6‒24 
часов). Вполне возможно, что в одном случае низкая кон-
центрация АФК играла роль вторичных мессенджеров 
и обеспечивала активацию и дифференцировку В-клеток. 
В другом же случае, создаваемая высокая концентрация 
АФК приводила к развитию ОС и вызывала окислительное 
повреждение клеточных органелл [51]. Установлено, что 

чрезмерная продукция АФК приводит к апоптозу B-кле-
ток через каскад реакций, вовлекающих высвобождение 
из митохондрий цитохрома С и каспаз [46]. В то же вре-
мя применение антиоксиданта N-ацетилцистеина (NAC) 
ингибировало спонтанный апоптоз B-лимфоцитов мин-
далин человека in vitro [52].

Все большее внимание в последнее время привлекает 
роль нейтрофилов в патогенезе РА. Развивающееся воспа-
ление обусловливает рекрутирование этих клеток в пора-
жённые суставы, где они, активируясь и утрачивая мигра-
ционную способность, обеспечивают значительное усиле-
ние воспалительного процесса. Многофакторное действие 
нейтрофилов при аутоиммунном воспалении заключает-
ся в повышенной секреции цитокинов и хемокинов, что 
стимулирует фагоцитоз, врожденный и адаптивный имму-
нитет. Не менее важным представляется высвобождение 
из активированных нейтрофилов гранулярных ферментов 
и АФК, что приводит к образованию внеклеточных лову-
шек нейтрофилов (NET), а индуцированный благодаря 
этому нетоз вносит существенный вклад в развитие ау-
тоиммунного воспаления [53, 54]. При РА внутриклеточ-
ный уровень АФК в полиморфноядерных лейкоцитах су-
щественно возрастает, коррелируя с тяжестью заболевания 
и степенью развития воспалительного процесса. Кроме то-
го показано, что в результате дегрануляции нейтрофилов, 
поступающих в синовиальные ткани при РА, содержание 
АФК здесь резко увеличивается вплоть до развития ло-
кального ОС [55, 56]. Особый интерес вызывает участие 
АФК в образовании NET. Установлено, что формирование 
NET требует выработки АФК, а мутации NADPH-оксида-
зы в нейтрофилах пациентов с хроническим гранулемато-
зным заболеванием нарушают образование АФК и делают 
невозможным образование указанной сети [36]. Таким об-
разом, одной из функций нейтрофилов, обеспечивающих 
патогенез РА, по-видимому, является участие в формиро-
вании нетоза. В процессе суицидального нетоза образу-
ющиеся своеобразные сети состоят из деконденсирован-
ного хроматина, гранулярных белков и фрагментов ядер, 
покидающих клетки через образовавшиеся поры в цито-
плазматической мембране и поступающих во внеклеточ-
ное пространство. Удалось выяснить ключевую роль АФК 
в механизме образования NET. В частности, оказалось, 
что пероксид водорода вызывает диссоциацию нейтро-
фильного белкового комплекса азуросомы, что приводит 
к высвобождению ряда белков, в том числе миелоперок-
сидазы (МПО) и нейтрофильной эластазы (НЭ), обуслов-
ливающих расщепление гистонов и деконденсацию хро-
матина. Кроме того, уже упоминавшийся в первой части 
обзора фермент PAD4, также поступающий в этих усло-
виях в ядро, производит цитруллинирование гистонов, что 
с одной стороны, способствует их деконденсации, а с дру-
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гой стороны – стимулирует развитие аутоиммунного про-
цесса [53, 57]. Исследование нейтрофилов циркулирую-
щей крови показало у пациентов с РА значительный рост 
спонтанно образующихся NET, содержания цитруллини-
рованных эпитопов, а также активности МПО, НЭ, PAD4 
и образования АФК. А у животных ингибирование фор-
мирования NET ослабляло тяжесть коллаген-индуциро-
ванного артрита [57‒59].

Значение макрофагов в патогенезе хронического вос-
палительного процесса при РА с последующим прогрес-
сирующим разрушением суставов трудно переоценить. 
Резидентные макрофагоподобные синовиальные клетки 
(МПС), имеющие моноцитарно-макрофагальное проис-
хождение, эволюционируют в условиях гипоксической 
среды синовиальной оболочки в основном в направле-
нии М1 фенотипа. Напоминаем, что этот фенотип обла-
дает способностью секретировать значительное количе-
ство многочисленных цитокинов, хемокинов и ММП, 
способствующих развитию воспалительной реакции и раз-
рушению хряща и кости [60‒62]. Выяснилось, что этим 
функционирование МПС не ограничивается, посколь-
ку они продуцируют также NO и супероксид, обладаю-
щие высокой деструктивной активностью в отношении 
окружающих тканей. Кроме того, вырабатываемые в ма-
крофагах АФК регулируют активацию соседних Т-кле-
ток посредством презентации антигена [63]. По-видимо-
му, дисбаланс в сторону М1 фенотипа МПС и обусловли-
вает непрерывную активацию иммунных и стромальных 
клеток в синовиальных тканях при РА [36].

В ходе развивающегося при РА воспалительного про-
цесса решающее значение имеют активированные ФПС. 
При РА, в силу ряда обстоятельств, ФПС утрачивают 
свои защитные и обеспечивающие регенерацию свой-
ства и приобретают иной фенотип, подобный опухоле-
вым клеткам. И во всех, ранее перечисленных свойствах 
ФПС, важную роль, по-видимому, играют свободные ра-
дикалы. Как обсуждалось выше, увеличение образования 
АФК в значительной степени обусловлено возникающей 
гипоксией в синовиальных тканях и развивающейся МД 
в иммунных клетках и в резидентных ФПС. Каковы при-
чины подобных изменений фенотипа ФПС? Этот вопрос 
не имеет пока однозначного и исчерпывающего ответа. 
Но ряд подходов и предположений может быть рассмо-
трен. Метаболическое профилирование культивируемых 
ФПС от больных с РА показало множественные измене-
ния во внутриклеточных биохимических каскадах, вклю-
чая метаболизм аминокислот, жиров и углеводов, а так-
же биосинтез белка [64]. По всей видимости, причина из-
менения фенотипа ФПС носит многофакторный характер 
и включает как генные мутации, так и факторы синови-
ального микроокружения. Культивирование ФПС больных 

РА с донатором NO вызвало дисбаланс в экспрессии генов 
репарации ДНК MSH6 и MSH3, что объясняется, по-ви-
димому, повышенной микросателлитной нестабильно-
стью, т.е. высокой склонностью клеток к мутациям [65]. 
В других исследованиях были обнаружены мутации ге-
на TP53, кодирующего белок p53, поддерживающего ге-
ном клетки, так называемого „хранителя генома“. Этот 
белок подавляет пролиферацию клеток с поврежденной 
ДНК. Миссенс-мутации p53, обусловленные NO, приво-
дят к длительной экспрессии этого белка в синовиальной 
оболочке при РА, что увеличивает количество ФПС, за-
щищает их от апоптоза и повышает инвазивность [36, 66]. 
К аналогичному эффекту приводит и мутация гена LBH 
[67]. Существенно изменяется фенотип ФПС под влияни-
ем избыточного образования свободных радикалов в ус-
ловиях развивающейся МД [68]. В этой ситуации АФК, 
кроме клеточных липидов и белков, окисляют находящу-
юся рядом с ними мтДНК, обеспечивая образование про-
межуточных аддуктов ДНК, что увеличивает риск му-
таций мтДНК и еще больше отягощает МД. Возросшее 
количество ФПС в синовиальной жидкости повышает ак-
тивность ряда внутриклеточных сигнальных путей, в том 
числе NF-κB, инфламмасомы NLRP3, а также образование 
множества цитокинов, способствующих развитию воспа-
ления. Кроме того, показано, что в процессе перекисно-
го окисления липидов (ПОЛ) из супероксида образуется 
альдегид 4-HNE, стимулирующий мутацию ДНК в сино-
виоцитах, что активирует проангиогенный эффект, спо-
собствующий инвазивности [69].

Итак, активация ФПС обеспечивает их инвазивность 
в условиях РА. Данные клетки продуцируют ряд фермен-
тов, таких как ММП и коллагеназы, обладающие инва-
зивными свойствами, что обусловливает проникновение 
синовиоцитов в хрящевую и костную ткань с последую-
щим ее разрушением. Этому же способствует повышен-
ная экспрессия молекул адгезии и интегринов, которые 
влияют на соседние хондроциты ХЦ, продуцируя фер-
менты, деградирующие синовиальный внеклеточный ма-
трикс (ECM) [17, 70, 71].

Наконец, следует отметить такие важные факторы, из-
меняющие функциональную активность ФПС, как ауто-
фагия и апоптоз. Показано, что повышение образования 
АФК активирует аутофагию, тем самым защищая ФПС 
от апоптоза и способствуя накоплению синовиоцитов 
и их инвазивности. Напомним, что аутофагия – защитный 
процесс, с помощью которого клетка избавляется от дис-
функциональных компонентов, что позволяет пролонги-
ровать ее жизненный цикл. Выяснено, что при РА уровень 
аутофагии в синовиальных тканях увеличивается, корре-
лируя со степенью тяжести заболевания и содержанием 
связанных с аутофагией белков, таких как Beclin 1, Atg5 
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и LC3 [72]. Как отмечено в обзоре канадских исследова-
телей, гипоксия, симулируя различными путями образо-
вание АФК, индуцирует аутофагию [73]. При этом в си-
новиоцитах четко прослеживается обратная зависимость 
между аутофагией и апоптозом [74, 75]. Здесь следует со-
гласиться с мнением W. Jing и соавторов, согласно кото-
рому биологическая роль и механизмы аутофагии, в том 
числе и при РА, весьма далеки от понимания. Не про-
сто, например, совместить с одной стороны защиту ФПС 
от различных повреждающих воздействий, с другой сто-
роны – усиление агрессивности и инвазивности синови-
оцитов [19]. По всей вероятности, происходящие в ФПС 
изменения выработки АФК, функционирования митохон-
дрий и резистентности к апоптозу, связаны целым ком-
плексом сложных взаимодействий, к сожалению, до сих 
пор не всегда понятных. Возможно, угнетение апопто-
за ФПС при РА обусловлено нарушением баланса между 
проапоптотическими и антиапоптотическими факторами, 
от которого зависит целостность наружной мембраны ми-
тохондрий. При РА в синовиоцитах происходит сдвиг от-
меченного баланса в сторону преобладания активности 
антиапоптотических белков семейства BCL-2, что и вно-
сит вклад в повышение выживаемости этих клеток [76]. 
Не так давно в экспериментах in vitro с использованием 
ФПС пациентов с РА, активированных цитокином TL1A, 
наряду с повышением образования АФК, в поврежден-
ных митохондриях было обнаружено снижение внутри-
клеточного уровня цитохрома С. Это наводит на мысль, 
что зафиксированная устойчивость к апоптозу была об-
условлена вовлечением внутреннего митохондриального 
пути [68]. Отметим и вероятную роль сигнального пути 
NF-κB, активируемого с помощью TNF и обладающего 
антиапоптотическим эффектом, что также может вносить 
вклад в резистентность ФПС к апоптозу. Это представля-
ет интерес в связи с появлением сведений о том, что ин-
гибирование TNF у мышей с экспериментальным артри-
том повышало чувствительность СФ к ферроптозу, типу 
клеточной гибели, вызываемой железодефицитным ПОЛ 
[77]. Так, следует согласиться с мнением, согласно кото-
рому резистентность синовиоцитов к апоптозу возника-
ет как следствие комплексного процесса.

Чрезмерная активация радикального окисления при 
РА оказывает неблагоприятное воздействие не только на 
синовиальную оболочку, но и вносит вклад в поврежде-
ние суставного хряща и в резорбцию кости. Патогенез 
окислительного повреждения хряща в значительной сте-
пени зависит от его структурных и функциональных осо-
бенностей. Основными структурными элементами хря-
ща являются ECM и высокодифференцированные клетки 
ХЦ. Около 75% сухого остатка ECM приходится на долю 
коллагенов (в основном коллагена II типа) и 20‒30% – на 

долю протеогликанов (в основном аггрекана). Посколь-
ку суставной хрящ лишен кровоснабжения, он приспосо-
блен к функционированию в гипоксической среде. Так, ес-
ли в нормальной крови напряжение кислорода составля-
ет 13‒17%, в хряще этот показатель колеблется от 5‒7% на 
поверхности до 1% в глубоких слоях хряща. Тем не менее, 
ХЦ, получая кислород из синовиальной жидкости, содер-
жат большое количество митохондрий, обеспечивающих 
значительную выработку АТФ и АФК. При этом энергети-
ческие потребности ХЦ на 75% удовлетворяются за счет 
гликолиза и на 25% за счет окислительного фосфорили-
рования [78, 79]. В норме зрелые резидентные ХЦ про-
являют низкую метаболическую активность на фоне ок-
сидантного и антиоксидантного баланса. При РА проис-
ходит сдвиг баланса в сторону увеличения образования 
свободных радикалов, что и обусловливает деградацию 
ECM и гибель ХЦ. Безусловно, ключевым драйвером это-
го процесса является развивающееся при РА синовиальное 
воспаление. Среди АФК, вырабатываемых ХЦ, наиболь-
шего внимания заслуживают супероксид и H

2
O
2
, а также, 

возможно, реактивные формы NO. Чрезмерная выработ-
ка свободных радикалов приводит к окислительному по-
вреждению белков, липидов, ДНК, а также резко изменя-
ет функционирование внутриклеточных редокс-регулиру-
емых сигнальных путей. Причем активация описываемого 
процесса тесно связана с уже неоднократно упоминавши-
мися факторами, такими как гипоксия и МД [70, 78, 80].

Провоспалительные цитокины, вырабатываемые СФ, 
количество которых резко возрастает в условиях аутоим-
мунного процесса, стимулируют образование ферментов, 
разрушающих хрящ и ингибирующих выработку ECM. 
К ним относятся ММП и аггреканазы. В частности, при 
РА была выявлена сверхэкспрессия целого ряда ММП. 
А применение антител к ММП-14 ингибировало деструк-
цию хряща у мышей с экспериментальным артритом [81]. 
В другом исследовании показано, что коллагены ECM хря-
ща разрушались ферментами ММП-1 и ММП-13, а проте-
огликаны – ММП-3 [82]. В последние годы выявлен еще 
один путь деградации хряща, связанный со свободны-
ми радикалами и обусловленный локальным накоплени-
ем продуктов окисления белков (AOPP). AOPP представ-
ляют собой битирозиновые соединения („сшивки“) от-
дельных молекул белков, образующихся при воздействии 
АФК, которые, в свою очередь, активируют у пациентов 
с РА образование свободных радикалов в ХЦ. Установле-
но, что в результате действия AOPP в клетках хряща ин-
дуцируются МД, стресс эндоплазматического ретикулума 
и активация каспаз, что приводит к апоптозу ХЦ [19, 79]. 
Применение же антиоксиданта NAC существенно осла-
бляло описываемый эффект у кроликов с эксперименталь-
ным артритом [83].

К СОДЕРЖАНИЮ
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Основным фактором, приводящим к эрозии костной 
ткани сустава при РА, является нарушение метаболическо-
го баланса между остеокластами (ОК) и остеобластами (ОБ) 
в пользу ОК, что приводит к деструкции кости, нарушению 
ее минеральной плотности и повышению хрупкости. Суще-
ственную роль в нарушении этого баланса играют АФК (в 
основном супероксид и H

2
O
2
). Описываемое взаимодействие 

через активацию адаптерной молекулы TRAF6 индуцирует 
стимуляцию ряда внутриклеточных редокс-модулируемых 
каскадов, таких как NF-κB, PI3K и MAPK (ERK, JNKи p38). 
Это приводит к транслокации к ядру фактора транскрипции 
NFATc1, обеспечивающего экспрессию ферментов деструк-
ции костной ткани, таких как ММП, катепсин K и TRAP (тар-
траторезистентная кислая фосфатаза). Названные ферменты 
продуцируют локальную ацидификацию окружающей сре-
ды и деградируют костный матрикс. Этим, по-видимому, 
роль АФК в костной резорбции не исчерпывается. По мне-
нию ряда исследователей, образующиеся в ОК свободные 
радикалы в качестве вторичных посредников, кроме выше-
названных сигнальных путей, активируют также GM–CSF 
– фактор, способствующий созреванию и дифференциров-
ке предшественников ОК. Кроме того, было показано, что 
АФК, индуцируя внутриклеточную активацию тирозинкина-
зы c-Src и инактивацию тирозинфосфатазы SHP-1, обеспе-
чивают выживание ОК. Выяснилось также, что свободные 
радикалы повышали экспрессию в ОК уже не раз упоми-
навшегося HIF-1α с последующей активацией янус-кина-
зы и сигнального пути JAK2/STAT3, приводя к активации 
RANKL и дифференцировке ОК [19].

Что касается ОБ, воздействие АФК на эти клетки, 
по-видимому, менее выражено. Большинство исследова-
телей полагает, что значительное увеличение содержа-
ния свободных радикалов губительно воздействует на 
ОБ, вызывая их апоптоз. По крайней мере, имеются све-
дения, согласно которым МД, индуцированная АФК, вы-
зывала повышенный выход из митохондрий этих клеток 
цитохрома С и активацию каспазы-3 – бесспорные при-
знаки апоптоза [84]. По всей вероятности, следует согла-
ситься с мнением приведенных авторов, согласно кото-
рому подобный эффект свойствен лишь чрезмерным ко-
личествам АФК, от меньших же концентраций следует 
ожидать скорее благоприятного влияния на функциональ-
ную активность ОБ [84].
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Жидкостная биопсия: перспективы применения у пациентов  
со злокачественной меланомой

ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» Минздрава 
России, 660022, Красноярск, Россия, ул. Партизана Железняка, д. 1

Жидкостная биопсия – метод, который в последние годы, часто применяют как альтернативу традиционной тка-
невой биопсии. У жидкостной биопсии есть целый ряд преимуществ – неинвазивность, более короткое время, 
необходимое для исследования, высокая чувствительность, возможность мониторинга эволюции и гетерогенно-
сти злокачественной опухоли, мониторинга эффективности воздействия лекарственных препаратов в режиме 
реального времени. Применение жидкостной биопсии особенно актуально при таких злокачественных ново-
образованиях, как меланома, когда проведение традиционной биопсии может быть затруднено. Цель обзора – 
обобщить информацию о различных вариантах жидкостной биопсии, проанализировать преимущества и недо-
статки использования циркулирующих опухолевых клеток, циркулирующей опухолевой ДНК и внеклеточных 
везикул для данного метода. Материалами послужили результаты исследований по данной теме отечественных 
и зарубежных авторов и собственные опубликованные данные за последние 27 лет, с 1997 по 2024 г. В статье 
обобщены современные данные о различных видах жидкостной биопсии. Для жидкостной биопсии использу-
ются циркулирующие опухолевые клетки, циркулирующая опухолевая ДНК и внеклеточные везикулы. Рассма-
триваются современные методы выделения циркулирующих опухолевых клеток и дальнейшего анализа ДНК, 
РНК, протеома. В обзоре проведен анализ современных методов детекции циркулирующей опухолевой ДНК, 
проанализированы их преимущества и недостатки. Внеклеточные везикулы – это гетерогенная группа выде-
ляемых различными клетками пузырьков, защищенных от внешнего окружения двойной липидной мембраной. 
Для использования внеклеточных везикул при проведении жидкостной биопсии необходимо их выделить и про-
вести дальнейший анализ их содержимого, белков и нуклеиновых кислот. В обзоре проанализированы наибо-
лее эффективные современные методы их выделения и анализа, а также показаны преимущества использо-
вания внеклеточных везикул для жидкостной биопсии. Таким образом, применение жидкостной биопсии может 
помочь решить целый ряд задач при диагностике и лечении пациентов с меланомой.
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Sergeeva E.Yu.

Liquid biopsy: Prospects for use in patients with malignant melanoma
Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, 1 Partizana Zheleznyaka St., Krasnoyarsk 660022, Russian Federation

Liquid biopsy is a method that has been frequently used in recent years as an alternative to traditional tissue biopsy. 
Liquid biopsy has a number of advantages, including non-invasiveness, a shorter analysis time, high sensitivity, and the 
opportunity of monitoring of tumor evolution and heterogeneity and real-time drug effectiveness. The use of liquid biopsy 
is especially important in malignancies, including melanoma, where traditional biopsy may be difficult. The aim of the 
review is to summarize the information about various methods of liquid biopsy and to assess the advantages and dis-
advantages of using circulating tumor cells, circulating tumor DNA and extracellular vesicles in this method. The mate-
rials were the data reported by Russian and international studies as well as our data published during the past 27 years, 
from 1997 through 2024. The article summarizes modern data on different types of liquid biopsy. The method of liquid 
biopsy uses circulating tumor cells, circulating tumor DNA, and extracellular vesicles. The review addresses modern 
methods of circulating tumor cell isolation and further DNA, RNA and proteome analysis. Also, this review focuses on 
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modern methods of circulating DNA detection and their advantages and disadvantages. Extracellular vesicles are he tero-
geneous, as secreted by various cells and protected from the external environment by a double lipid membrane. The 
use of extracellular vesicles for liquid biopsy requires their isolation followed by analysis of their content, proteins and 
nucleic acids. The review discusses the most effective modern methods of extracellular vesicle isolation and analysis 
along with the advantages of their use for liquid biopsy. Thus, the use of liquid biopsy can help solving various tasks in 
diagnostics and treatment of patients with malignant tumors, including melanoma.
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Введение

В последние годы стало понятно, что традиционное 
использование для молекулярного профайлинга опухолей 
образцов ткани, полученных при резекции опухоли недо-
статочно удобно и информативно. Это связано не толь-
ко с техническими сложностями при получении тканей 
опухолей определенных локализаций, но прежде всего, 
с опухолевой гетерогенностью. Поэтому всё более широко 
стали применять жидкостную биопсию (ЖБ), имеющую, 
по сравнению с традиционным подходом, множество пре-
имуществ [1]. К числу таких преимуществ относится не-
инвазивность ЖБ, в то время как тканевая биопсия (ТБ) – 
инвазивное вмешательство. Время, необходимое для ЖБ, 
меньше, чем требуется для ТБ. ЖБ позволяет проводить 
мониторинг эволюции злокачественной опухоли, монито-
ринг эффективности воздействия лекарственных препа-
ратов в режиме реального времени, выявлять простран-
ственную и временную гетерогенность злокачественно-
го новообразования [2]. Для проведения ЖБ могут быть 
использованы кровь, моча, асцитическая жидкость, жид-
кость из плевральной полости и ликвор. Анализируют 
циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК), циркулиру-
ющую опухолевую ДНК (цоДНК) или внеклеточные ве-
зикулы (ВВ) (рис. 1). В отличие от ТБ, при которой ана-
лизируется ткань только определенного участка опухоли, 
возможность исследовать ЦОК, цоДНК и ВВ позволяет 
выявить не только все клоны опухолевых клеток и изме-
нения этих клонов по мере развития опухоли, но и инди-
видуальные характеристики клеток каждого клона.

Существуют такие виды злокачественных новообразо-
ваний, при которых использование ЖБ может приобрести 
особую значимость. К числу таких заболеваний относят-
ся злокачественные новообразования легких и меланома 
ряда локализаций. Количество случаев меланомы экспо-
ненциально увеличивается, что может быть связано с це-
лым рядом факторов, в том числе, метаболическими на-
рушениями [3]. Кроме того, показатели смертности при 
меланоме превышают таковые при других формах кож-
ных злокачественных новообразований, меланома быстро 
начинает метастазировать в другие ткани и органы [4].

В данном обзоре рассмотрены различные виды био-
логических материалов, исследуемых с помощью жид-
костной биопсии, проанализированы наиболее эффек-
тивные подходы применительно к диагностике, монито-
рингу и персонализированному лечению злокачественной 
меланомы.

Исследование ЦОК при проведении ЖБ

Источником ЦОК является первичная опухоль. От-
делившись от неё, клетки попадают в систему циркуля-
ции крови и образуют метастазы в отдаленных от первич-
ной опухоли органах и тканях [5]. Не вызывает сомнений, 
что исследование морфологических особенностей опухо-
левых клеток может помочь выявить важные механизмы 
воздействия целого ряда факторов на опухолевый рост 
и прогрессию [6]. Известно, что морфологические особен-
ности ЦОК могут варьировать в зависимости от стадии 
заболевания [7]. Для того, чтобы предотвратить воздей-
ствие окислительного стресса и клеток иммунной проти-
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воопухолевой защиты, ЦОК могут образовывать агрега-
ты с другими клетками крови, и, в виде опухолевого эм-
бола, более быстро достигать мест, где будут образованы 
метастазы. Важную роль в предотвращении гибели ЦОК 
путем аноикиса, являющегося вариантом апоптоза, игра-
ет взаимодействие их с тромбоцитами [8]. Важным пре-
имуществом анализа ЦОК является исследование состо-
яния опухоли в режиме реального времени, что помогает 
выбрать более эффективную терапию. Следует отметить, 
что количество ЦОК, как правило, крайне незначительно – 
одна ЦОК на один миллион лейкоцитов [9].

Первым этапом при проведении ЖК с использова-
нием ЦОК является их выделение. Существуют методы, 
основанные на иммуноаффинности опухолевых клеток, 
ассоциированные с положительным или отрицательным 
обогащением, а также опирающиеся на биологические 
особенности опухолевых клеток – их размер или плот-
ность [10].

При положительном обогащении захват ЦОК может 
быть ориентирован на специфические биомаркеры, распо-
ложенные на поверхности опухолевых клеток. Тем не ме-
нее, многообразие антигенов опухолевых клеток вносит 
определенные сложности в данный подход. При отрица-
тельном обогащении удаляются неопухолевые клетки, 
а оставшаяся популяция опухолевых клеток является ге-
терогенной. Методы, основанные на биологических осо-
бенностях опухолевых клеток, чаще всего ориентирова-

ны на то, что размер ЦОК, как правило, превышает размер 
неопухолевых клеток [11]. После выделения ЦОК прово-
дят анализ ДНК, РНК, протеома при помощи различных 
современных методов исследования, включающих разно-
образные модификации ПЦР, флуоресцентную гибриди-
зацию in situ (FISH), секвенирование и др.

В последнее время все чаще применяют сочетание 
различных методик. Так, использование комбинирован-
ного подхода, включающего секвенирование нового по-
коления Next Generation Sequencing (NGS), капельный 
метод цифровой ПЦР droplet digital PCR и FDA-cleared 
platform CellSearch позволило, при исследовании цирку-
лирующих клеток меланомы, проводить мониторинг ге-
терогенности опухоли. Это может стать критерием для 
изменения схем лечения и подключения иммунотерапии 
второй линии и комбоиммунотерапии при снижении эф-
фективности таргетных препаратов [12]. При проведении 
жидкостной биопсии с использованием сочетания имму-
номагнитного выделения клеток, экспрессионной пане-
ли и двух видов ПЦР – вложенной ПЦР и ПЦР в режи-
ме реального времени было установлено, что повышение 
экспрессии CD 146 в циркулирующих клетках мелано-
мы при проведении иммунотерапии было ассоциирова-
но с так называемой псевдопрогрессией заболевания, 
обусловленной развитием воспаления и усилением ин-
фильтрации опухоли активированными иммунокомпе-
тентными клетками [13].

Рис. 1. Преимущества ЖБ при сравнении с ТБ.
Fig. 1. Advantages of LB over TB.
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Исследование цоДНК при проведении ЖБ

Циркулирующая опухолевая ДНК составляет всего 
лишь от 0,1 до 10% от всей циркулирующей внеклеточ-
ной ДНК (цвДНК). В норме уровень цвДНК в плазме кро-
ви составляет 10−100 нг/мл [14]. Существует достаточ-
но много источников цвДНК, повышение ее происходит 
при некрозе либо апоптозе, при лизисе опухолевых кле-
ток, есть так называемая «метаболическая» ДНК, источ-
ником которой могут быть активированные лимфоциты, 
«экзогенная ДНК» инфекционных агентов и др. Извест-
но, что воспаление и физическая активность тоже могут 
способствовать повышению уровня цвДНК [15]. Уста-
новлено, что уровень цоДНК во многом обусловлен ло-
кализацией злокачественной опухоли, стадией заболева-
ния и ответом организма на противоопухолевую терапию 
– F. Diehl et al. 2008 [16].

Для определения содержания цоДНК/цвДНК исполь-
зуется ряд технологий, к которым относятся капельный 
метод цифровой ПЦР (ddPCR), метод гранул, эмульсии, 
амплификации, магнетизма (BEAMing), при котором ис-
пользуется сочетание эмульсионной ПЦР и проточной ци-
тометрии, глубокое секвенирование меченых ампликонов 
(TAm-Seq), персонализированный профайлинг опухоли 
методом глубокого секвенирования (CAPP-Seq), бисуль-
фитное секвенирование всего генома (WGBS-Seq), полно-
экзомное (WES) и полногеномное (WGS) секвенирование.

ddPCR можно использовать при выявлении заранее 
известных редких мутации и подсчета количества копий, 
содержащихся в 0,01−1% генетического материала. Так, 
для более эффективного использования BRAF/MEK ин-
гибиторов, было проведено исследование цоДНК/цвДНК 
методом ddPCR у пациентов с метастазирующей мелано-
мой. Выявили мутации BRAF, NRAS, TP53, GNAS и MET, 
что позволило персонифицировать терапевтический под-
ход [17]. Использование ddPCR для сравнения интермит-
тирующего и обычного дозирования дабрафениба и тра-
метиниба у пациентов с прогрессирующей меланомой 
позволило сделать вывод об отсутствии ожидаемых ре-
зультатов у исследуемых пациентов [18].

BEAMing тоже используется для выявления заранее 
известных мутаций. К преимуществам этого метода от-
носятся низкая стоимость и высокая чувствительность, 
позволяющая выявлять мутации в 0,01% генетического 
материала [19].

Чувствительность метода Tam-Seq составляет ~ 97%, 
он позволяет выявлять мутации, содержащиеся не ме-
нее, чем в 2% генетического материала, позволяет про-
водить одновременное секвенирование миллионов моле-
кул ДНК, но требует предварительного определения ана-
лизируемых мутаций.

CAPP-Seq позволяет определять мутации цоДНК/цвД-
НК, используя большие геномные библиотеки и генные сиг-
натуры отдельных пациентов. Выявляются специфические 
для каждого пациента генетические альтерации, идентифи-
цируются множественные разнообразные мутации у паци-
ентов с одним и тем же типом злокачественного образова-
ния, что позволяет оценить гетерогенность опухолей. Этот 
метод может быть использован для самой ранней диагно-
стики опухолей. Он позволяет выявлять инсерции, деле-
ции, однонуклеотидные варианты, вариации числа копий 
генов, генетические перестановки, но не фузии (слияния) 
генов. У пациентов с метастатической меланомой этот ме-
тод позволил определить мутации BRAF, NRAS, TP53, GNAS 
и MET как потенциальных маркеров заболевания, что под-
твердило значимость использования ЖБ в случаях, когда 
проведение ТБ затруднено [17]. Использование CAPP-Seq 
для персонализированного профайлинга у пациентов с IV 
стадией меланомы позволило установить, что высокий уро-
вень цоДНК коррелирует с низкой выживаемостью паци-
ентов, а снижение уровня цоДНК ассоциировано с более 
благоприятным прогнозом. Кроме того, благодаря этому 
методу были выявлены альтернативные мутации в генах 
рецептора фактора роста сосудистого эндотелия, рецептора 
эпидермального фактора роста, фосфатидилинозитол-3-ки-
назы/AKT, mTOR, ALK/MET, циклин-зависимой киназы 4/6 
у пациентов с BRAF-негативной меланомой, что позволило 
персонализировать таргетную терапию [20].

Полноэкзомное секвенирование позволяет проанали-
зировать все присутствующие в опухоли мутации, иден-
тифицировать потенциальные онкогены и онкосупрессо-
ры, но чувствительность этого метода ниже, чем у выше-
упомянутых. Полногеномное секвенирование способно 
помочь проанализировать весь геном, провести сравни-
тельную характеристику значимости как заранее извест-
ных мутаций, так и мутаций с неясной значимостью в кан-
церогенезе, но этот метод имеет ряд недостатков, к числу 
которых относятся высокая стоимость и сложность ин-
терпретации данных [21]. WGBS-Seq является золотым 
стандартом для анализа метилирования ДНК, но, так как 
существуют разные степени деградации ДНК, обуслов-
ленные метилированием, чувствительность этого метода 
имеет ограничения [22, 23].

Таким образом, каждый из вышеупомянутых методов 
имеет свои преимущества и ограничения. Поэтому, в по-
следние годы, исследователи стали использовать различ-
ные комбинации методических подходов. Так, использо-
вание комбинированного подхода, включающего секве-
нирование нового поколения Next Generation Sequencing 
(NGS), капельный метод цифровой ПЦР droplet digital PCR 
и FDA-cleared platform CellSearch позволило, при иссле-
довании циркулирующей опухолевой ДНК и циркулирую-
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щих клеток меланомы, проводить мониторинг гетероген-
ности опухоли, что может стать основанием для измене-
ния схем лечения и подключения иммунотерапии второй 
линии и комбоиммунотерапии при снижении эффектив-
ности таргетных препаратов [12].

При одновременном проведении жидкостной биопсии 
с анализом циркулирующей опухолевой ДНК, при исполь-
зовании секвенирования нового поколения и ПЦР-анали-
за ДНК выделенной из формалин-фиксированных пара-
финизированных образцов ткани меланомы, полученной 
от пациентов с прогрессирующей опухолью были уста-
новлены мутации генов CTNNB1 и TP53, играющие важ-
ную роль в резистентности как к таргетной терапии инги-
биторами BRAF и MEK, так и к иммунотерапии заболева-
ния, что, предположительно, связано с блокадой апоптоза 
опухолевых клеток [24].

Комбинированное использование детекции BRAFV600 
мутаций в трех вариантах – в ткани опухоли и при прове-
дении жидкостной биопсии с анализом циркулирующей 
опухолевой ДНК и внеклеточных везикул – было более 
эффективным для выявления мутационного статуса опу-
холи. Это связано с тем, что вследствие гетерогенности 
опухоли, результаты обычной биопсии были недостаточ-
но корректными. Сочетание вышеупомянутых методов по-
зволило применить персонифицировать терапию и более 
точно прогнозировать развитие болезни [25].

Исследование внеклеточных везикул  
при проведении ЖБ

Внеклеточные везикулы – это гетерогенная группа пу-
зырьков, выделяемых различными клетками и  защищен-
ных от внешнего окружения двойной липидной мембра-
ной. Размер ВВ, как правило, находится в диапазоне 30−60 
нм, они содержатся в различных жидкостях человеческо-
го организма, включая кровь, плазму, мочу, цереброспи-
нальную жидкость [26]. Уже не вызывает сомнений то, что 
ВВ играют важнейшую роль в различных межклеточных 
коммуникациях. Их взаимодействие с клеткой-реципиен-
том осуществляется путем эндоцитоза, фагоцитоза, пря-
мого слияния или связывания с рецептором и может быть 
одним из ключевых событий развития метастазов. ВВ со-
держат множество биомолекул, включающих ДНК, РНК, 
белки, ферменты. Содержащиеся во ВВ микроРНК могут 
иметь важное значение в патогенезе злокачественного но-
вообразования. Так, при проведении жидкостной биопсии 
плазмы крови пациентов с метастазирующей меланомой, 
с использованием высокопродуктивного, основанного на 
ПЦР метода профайлинга микроРНК, было установлено 
повышение экспрессии miR-412−3p, miR-507 и miR-1203, 
содержащихся в экзосомах. Данные микроРНК способны 
связываться с 3’UTR гена TNFSF4, что приводит к сниже-

нию синтеза иммунорегуляторного белка OX40L. Таким 
образом, данные полученные при проведении жидкост-
ной биопсии подтверждают иммуносупрессивную роль 
miR-412−3p, miR-507 и miR-1203 при прогрессировании 
меланомы [27].

В селекции содержимого ВВ важную роль играют 
окисление и другие редокс-зависимые процессы, а, значит 
и факторы про- и антиоксидантной системы, принимаю-
щие участие в регуляции окислительного стресса, воспа-
ления и канцерогенеза [28, 29].

Исследование ВВ при проведении ЖБ имеет целый 
ряд преимуществ. Прежде всего, количество ВВ в 1 мл со-
ставляет приблизительно 109, в то время как количество 
ЦОК исчисляется единицами. ВВ секретируются живы-
ми клетками и отражают многообразную информацию 
о клетках, от которых они произошли, источником же цоД-
НК являются апоптотические или погибшие опухолевые 
клетки. Кроме того, наличие у ВВ двуслойной липидной 
мембраны делает ВВ более стабильными к воздействию 
факторов опухолевого микроокружения и позволяет уве-
личить время хранения образцов, предшествующее изо-
ляции и детекции ВВ [30] (рис. 2).

Первым этапом жидкостной биопсии с использовани-
ем ВВ является их выделение. К традиционным методам 
выделения ВВ относят ультрацентрифугирование, вклю-
чающее дифференциальное и градиентное центрифуги-
рование. При проведении дифференциального центрифу-
гирования использование различных скоростей процесса 
позволяет провести разделение содержимого исследу-
емого образца и выделить ВВ. При градиентном ульта-
центрифугировании происходит разделение исследуемо-
го образца на слои, различной плотности, ВВ содержатся 
в слое 1,15−1,19 г/мл [31].

Ультрафильтрация – метод, ориентированный на раз-
мер выделяемых образований, при котором используют 
мембранные фильтры с порами [32]. Для проведения пре-
ципитации используют высокогидрофильный полимер, 
взаимодействующий с молекулами воды, окружающи-
ми мембрану ВВ [33]. К новым методам относят метод, 
основанный на иммуноаффинности/иммуномагнетизме, 
метод разделения на основе физических признаков, ме-
тод выделения с использованием липидов мембран ВВ, 
метод акустической изоляции, термофоретический ме-
тод и ряд других [30].

Согласно стандарту, для идентификации ВВ необходи-
мо использовать вестерн-блоттинг верификацию и не ме-
нее двух методов, позволяющих охарактеризовать еди-
ничные ВВ [34]. Осуществляется оценка как визуальных 
характеристик различными методами электронной микро-
скопии [35] так и количественных характеристик метода-
ми, включающими метод динамического рассеяния све-
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Обзоры

та, анализ отслеживания наночастиц, настраиваемое ре-
зистивное импульсное зондирование [36, 37].

Для анализа белков, содержащихся в мембранах 
и цитоплазме ВВ существуют как традиционные, так 
и новые методы. К традиционным методам относятся 
вестерн-блоттинг и ферментно-связанный иммуносор-
бентный анализ (ELISA). Новые методы включают коло-
риметрическую детекцию, флюоресцентную детекцию, 
электрохимическую детекцию, детекцию поверхностно-
го плазмонного резонанса и ряд других методов [38−40].

К традиционным методам исследования белков ВВ 
относятся ПЦР в режиме реального времени с обратной 
транскрипцией, ДНК-микрочипирование (микроэррей) 
и секвенирование нового поколения [41]. Тем не менее, 
каждый из этих методов имеет свои недостатки. При по-
мощи ПЦР можно анализировать только заранее извест-
ные последовательности, точность метода микроэррей 
не всегда соответствует необходимой для проводимого 
исследования, а секвенирование нового поколения имеет 
высокую стоимость и определенные сложности при ин-
терпретации полученных данных [41, 42]. Поэтому в по-
следнее время появляются новые методы, к числу которых 
относятся метод цифровой капельной ПЦР, упомянутый 
выше, молекулярные маячковые зонды, ДНК – тетраэдри-
ческие зонды и ряд других методов [30, 43].

В целом, следует отметить, что есть ряд ограничений 
метода ЖБ для использования в клинической практике. 
Они включают невозможность гистологической оценки 
опухоли и отсутствие, на сегодняшний день, клинической 

валидации, которая заключается в клинически подтверж-
денной аналитической эффективности метода.

Заключение

Таким образом, ЖБ может быть использована при 
проведении биопсии злокачественных новообразований, 
к числу которых относится и меланома, при которых за-
труднена традиционная тканевая биопсия. Важное зна-
чение ЖБ может иметь для ранней диагностики с детек-
цией потенциальных проонкогенных мутаций и прогноза 
дальнейшего развития заболеваний, ранней оценки отве-
та/резистентности при противоопухолевой терапии, в том 
числе, оценки ответа на иммунотерапию при использова-
нии ингибиторов контрольных точек, общей оценки эф-
фективности не только терапевтического, но и хирурги-
ческого лечения. При помощи ЖБ можно осуществлять 
постоянную оценку и мониторинг опухолевой гетероген-
ности, что может сыграть ключевую роль в успешности 
проводимого лечения.

Литература 
(п.п. 1−5; 7−40; 42; 43 см. References)

6. Фефелова Ю.А., Жуков Е.Л., Сергеева Е.Ю., Михайлова А.К. Мор-
фологические особенности экспериментальной меланомы В16 при 
ограничении калорийности питания. Сибирское медицинское обо-
зрение. 2019; (6): 96−99. https://doi.org/10.20333/2500136-2019-6-
96-99

41. Палкина Н.В., Зенаишвили Р.Д., Рукша Т.Г. Роль экзосом в диа-
гностике и лечении иммуноопосредованных дерматозов, лече-

Рис. 2. Роль ВВ в контексте метастазирования и преимущества их использования для ЖБ.
Fig. 2. The role of EVs in the context of metastasis and the benefits of their use for LB.

К СОДЕРЖАНИЮ

https://doi.org/10.20333/2500136-2019-6-96-99
https://doi.org/10.20333/2500136-2019-6-96-99


ISSN 0031-2991 119

ReviewsPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2025; 69(3)  

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.113-120

нии кожных ран и алопеции. Вестник дерматологии и венероло-
гии. 2024; 100(2): 8−17. https://doi.org/10.25208/vdv11876

References

1. Kopetz S., Murphy D.A., Pu J., Ciardiello F., Desai J., Van 
Cutsem E., et al. Molecular profiling of BRAF-V600E-mutant 
metastatic colorectal cancer in the phase 3 BEACON CRC trial. Nat 
Med. 2024; 30(11): 3261−71. https://doi.org/10.1038/s41591-024-
03235-9

2. Lone S.N., Nisar S., Masoodi T., Singh M., Rizwan A., Hashem S., et 
al. Liquid biopsy: a step closer to transform diagnosis, prognosis and 
future of cancer treatments. Mol Cancer. 2022; 21(1): 79. https://doi.
org/10.1186/s12943-022-01543-7

3. Sergeeva E., Ruksha T., Fefelova Y. Effects of obesity 
and calorie restriction on cancer development. Int J Mol 
Sci. 2023; 24(11): 9601. https://doi.org/10.3390/ijms24119601

4. Matthews N.H., Li W.Q., Qureshi A.A., Weinstock M.A., Cho E. 
Epidemiology of Melanoma. In: Ward W.H., Farma J.M., editors. 
Cutaneous Melanoma: Etiology and Therapy [Internet]. Brisbane (AU): 
Codon Publications; 2017. Chapter 1. Available at: https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/books/NBK481862

5. Cherdyntseva N.V., Litviakov N.V., Denisov E.V., Gervas P.A., 
Cherdyntsev E.S. Circulating tumor cells in breast cancer: 
functional heterogeneity, pathogenetic and clinical aspects. Exp 
Oncol. 2017; 39(1): 2−11.

6. Fefelova Yu.A., Zhukov E.L., Sergeeva E.Yu., Mihaylova A.K. 
Morphological features of experimental B16 melanoma in case of food 
calories limitation. Sibirskoe Meditsinskoe Obozrenie. 2019; (6): 96−99. 
http://doi.org/10.20333/2500136-2019-6-96-99 (in Russian)

7. Lin D., Shen L., Luo M., Zhang K., Li J., Yang Q., et al. Circulating 
tumor cells: biology and clinical significance. Signal Transduct Target 
Ther. 2021; 6(1): 404. https://doi.org/10.1038/s41392-021-00817-8

8. Tang M., Zhang Z., Wang P., Zhao F., Miao L., Wang Y., et al. 
Advancements in precision nanomedicine design targeting the 
anoikis-platelet interface of circulating tumor cells. Acta Pharm Sin 
B. 2024; 14(8): 3457−75. https://doi.org/10.1016/j.apsb.2024.04.034

9. Young R., Pailler E., Billiot F., Drusch F., Barthelemy A., Oulhen M., et 
al. Circulating tumor cells in lung cancer. Acta Cytol. 2012; 56: 655−60. 
https://doi.org/10.1159/000345182

10. Bankó P., Lee S.Y., Nagygyörgy V., Zrínyi M., Chae C.H., Cho D.H., et 
al. Technologies for circulating tumor cell separation from whole blood. 
J Hematol Oncol. 2019; 12(1): 48. https://doi.org/10.1186/s13045-
019-0735-4

11. Hao S.J., Wan Y., Xia Y.Q., Zou X., Zheng S.Y. Size-based 
separation methods of circulating tumor cells. Adv Drug Deliv 
Rev. 2018; 125: 3−20. https://doi.org/10.1016/j.addr.2018.01.002

12. Scaini M.C., Catoni C., Poggiana C., Pigozzo J., Piccin L., Leone 
K., et al. A multiparameter liquid biopsy approach allows to track 
melanoma dynamics and identify early treatment resistance. NPJ Precis 
Oncol. 2024; 8(1): 78. https://doi.org/10.1038/s41698-024-00567-0

13. Rapanotti M.C., Cugini E., Nuccetelli M., Terrinoni A., Di 
Raimondo C., Lombardo P., et al. MCAM/MUC18/CD146 as a 
Multifaceted Warning Marker of Melanoma Progression in Liquid 
Biopsy. Int J Mol Sci. 2021; 22(22): 12416. https://doi.org/10.3390/
ijms222212416

14. Fleischhacker M., Schmidt B. Circulating nucleic acids (CNAs) and 
cancer – A survey. Biochim Biophys Acta. 2007; 1775(1): 181−232. 
https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2006.10.001

15. Megquier K., Husted C., Rhoades J., White M.E., Genereux D.P., 
Chen F.L., et al. Impact of preanalytical factors on liquid biopsy in the 
canine cancer model. bioRxiv. 2024: 2024.07.29.605605. https://doi.
org/10.1101/2024.07.29.605605

16. Diehl F., Schmidt K., Choti M.A., Romans K., Goodman S., Li 
M., et al. Circulating mutant DNA to assess tumor dynamics. Nat 
Med. 2008; 14(9): 985−990. https://doi.org/10.1038/nm.1789

17. Kaneko A., Kanemaru H., Kajihara I., Mijiddorj T., Miyauchi H., 
Kuriyama H., et al. Liquid biopsy-based analysis by ddPCR and CAPP-
Seq in melanoma patients. J Dermatol Sci. 2021; 102(3): 158−166. 
https://doi.org/10.1016/j.jdermsci.2021.04.006

18. Dayimu A., Gupta A., Matin R.N., Nobes J., Board R., Payne M., et al. 
A randomised phase 2 study of intermittent versus continuous dosing of 
dabrafenib plus trametinib in patients with BRAFV600 mutant advanced 
melanoma (INTERIM). Eur J Cancer. 2024; 196: 113455. https://doi.
org/10.1016/j.ejca.2023.113455

19. Loree J.M., Dowers A., Tu D., Jonker D.J., Edelstein D.L., Quinn H., et 
al. Expanded Low Allele Frequency RAS and BRAFV600E Testing in 
Metastatic Colorectal Cancer as Predictive Biomarkers for Cetuximab 
in the Randomized CO.17 Trial. Clin Cancer Res. 2021; 27(1): 52−59. 
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-2710

20. Aoude L.G., Brosda S., Ng J., Lonie J.M., Belle C.J., Patel K., et 
al. Circulating Tumor DNA: A Promising Biomarker for Predicting 
Recurrence in Patients with BRAF-Negative Melanoma. J 
Mol Diagn. 2023; 25(10): 771−781. https://doi.org/10.1016/j.
jmoldx.2023.06.014

21. Imperial R., Nazer M., Ahmed Z., Kam A.E., Pluard T.J., Bahaj W., et 
al. Matched Whole-Genome Sequencing (WGS) and Whole-Exome 
Sequencing (WES) of Tumor Tissue with Circulating Tumor DNA 
(ctDNA) Analysis: Complementary Modalities in Clinical Practice. 
Cancers. 2019; 11(9): 1399. https://doi.org/10.3390/cancers11091399

22. Wardenaar R., Liu H., Colot V., Colomé-Tatché M., Johannes F. Evaluation 
of MeDIP-chip in the context of whole-genome bisulfite sequencing 
(WGBS-seq) in Arabidopsis. Methods Mol Biol. 2013; 1067: 203−24. 
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-607-8_13

23. Hon G.C., Hawkins R.D., Caballero O.L., Lo C., Lister R., Pelizzola 
M., et al. Global DNA hypomethylation coupled to repressive chromatin 
domain formation and gene silencing in breast cancer. Genome 
Res. 2012; 22(2): 246−58. https://doi.org/10.1101/gr.125872.111

24. Olbryt M., Rajczykowski M., Bal W., Fiszer-Kierzkowska A., 
Cortez A.J., Mazur M., et al. NGS Analysis of Liquid Biopsy 
(LB) and Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) Melanoma 
Samples Using Oncomine™ Pan-Cancer Cell-Free Assay. 
Genes. 2021; 12(7): 1080. https://doi.org/10.3390/genes12071080

25. García-Silva S., Vico-Alonso C., Meyer L., Enderle D., Sanchez 
J.A., Onteniente M.D.M., et al. Improved Sensitivity in BRAFV600E 
Detection in Combined Tissue and Extracellular Vesicle-Based Liquid 
Biopsy in Melanoma. J Invest Dermatol. 2023; 143(8): 1606−10. https://
doi.org/10.1016/j.jid.2023.01.025

26. Dobra G., Bukva M., Szabo Z., Bruszel B., Harmati M., Gyukity-
Sebestyen E., et al. Small Extracellular Vesicles Isolated from Serum 
May Serve as Signal-Enhancers for the Monitoring of CNS Tumors. Int 
J Mol Sci. 2020; 21(15): 5359. https://doi.org/10.3390/ijms21155359

27. Sabato C., Noviello T.M.R., Covre A., Coral S., Caruso F.P., Besharat 
Z.M., et al. A novel microRNA signature for the detection of 
melanoma by liquid biopsy. J Transl Med. 2022; 20(1): 469. https://
doi.org/10.1186/s12967-022-03668-1

28. Wei H., Chen Q., Lin L., Sha C., Li T., Liu Y., et al. Regulation 
of exosome production and cargo sorting. Int J Biol 
Sci. 2021; 17(1): 163−77. https://doi.org/10.7150/ijbs.53671

К СОДЕРЖАНИЮ

https://doi.org/10.25208/vdv11876
https://doi.org/10.1038/s41591-024-03235-9
https://doi.org/10.1038/s41591-024-03235-9
https://doi.org/10.1186/s12943-022-01543-7
https://doi.org/10.1186/s12943-022-01543-7
https://doi.org/10.3390/ijms24119601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK481862
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK481862
http://doi.org/10.20333/2500136-2019-6-96-99
https://doi.org/10.1038/s41392-021-00817-8
https://doi.org/10.1016/j.apsb.2024.04.034
https://doi.org/10.1159/000345182
https://doi.org/10.1186/s13045-019-0735-4
https://doi.org/10.1186/s13045-019-0735-4
https://doi.org/10.1016/j.addr.2018.01.002
https://doi.org/10.1038/s41698-024-00567-0
https://doi.org/10.3390/ijms222212416
https://doi.org/10.3390/ijms222212416
https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2006.10.001
https://doi.org/10.1101/2024.07.29.605605
https://doi.org/10.1101/2024.07.29.605605
https://doi.org/10.1038/nm.1789
https://doi.org/10.1016/j.jdermsci.2021.04.006
https://doi.org/10.1016/j.ejca.2023.113455
https://doi.org/10.1016/j.ejca.2023.113455
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-2710
https://doi.org/10.1016/j.jmoldx.2023.06.014
https://doi.org/10.1016/j.jmoldx.2023.06.014
https://doi.org/10.3390/cancers11091399
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-607-8_13
https://doi.org/10.1101/gr.125872.111
https://doi.org/10.3390/genes12071080
https://doi.org/10.1016/j.jid.2023.01.025
https://doi.org/10.1016/j.jid.2023.01.025
https://doi.org/10.3390/ijms21155359
https://doi.org/10.1186/s12967-022-03668-1
https://doi.org/10.1186/s12967-022-03668-1
https://doi.org/10.7150/ijbs.53671


120

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2025; 69(3)

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.113-120

Обзоры

29. Sergeeva E.Yu., Dunaevskaya S.S., Deulina V.V., Fefelova Yu.A. 
Catalases: oxidative stress, inflammation and carcinogenesis. Sibirskoe 
Meditsinskoe Obozrenie. 2024; (4): 18−22.

30. Yu D., Li Y., Wang M., Gu J., Xu W., Cai H., et al. Exosomes as a new 
frontier of cancer liquid biopsy. Mol Cancer. 2022; 21(1): 56. https://
doi.org/10.1186/s12943-022-01509-9

31. Vidal M., Mangeat P., Hoekstra D. Aggregation reroutes molecules 
from a recycling to a vesicle-mediated secretion pathway during 
reticulocyte maturation. J Cell Sci. 1997; 110(Pt 16): 1867−77. https://
doi.org/10.1242/jcs.110.16.1867

32. Taylor D.D., Shah S. Methods of isolating extracellular vesicles impact 
down-stream analyses of their cargoes. Methods. 2015; 87: 3−10. https://
doi.org/10.1016/j.ymeth.2015.02.019

33. Weng Y., Sui Z., Shan Y., Hu Y., Chen Y., Zhang L., et al. 
Effective isolation of exosomes with polyethylene glycol 
from cell culture supernatant for in-depth proteome profiling. 
Analyst. 2016; 141(15): 4640−46. https://doi.org/10.1039/c6an00892e

34. Théry C., Witwer KW., Aikawa E., Alcaraz M.J., Anderson J.D., 
Andriantsitohaina R., et al. Minimal information for studies of 
extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): a position statement of 
the International Society for Extracellular Vesicles and update of the 
MISEV2014 guidelines. J Extracell Vesicles. 2018; 7(1): 1535750. https://
doi.org/10.1080/20013078.2018.1535750

35. Sharma S., Rasool H.I., Palanisamy V., Mathisen C., Schmidt M., Wong 
D.T., et al. Structural-mechanical characterization of nanoparticle exosomes 
in human saliva, using correlative AFM, FESEM, and force spectroscopy. 
ACS Nano. 2010; 4(4): 1921−6. https://doi.org/10.1021/nn901824n

36. Street J.M., Koritzinsky E.H., Glispie D.M., Star R.A., Yuen P.S. 
Urine Exosomes: An Emerging Trove of Biomarkers. Adv Clin 
Chem. 2017; 78: 103−22. https://doi.org/10.1016/bs.acc.2016.07.003

37. Bachurski D., Schuldner M., Nguyen P.H., Malz A., Reiners K.S., Grenzi 
P.C., et al. Extracellular vesicle measurements with nanoparticle tracking 
analysis – An accuracy and repeatability comparison between NanoSight 
NS300 and ZetaView. J Extracell Vesicles. 2019; 8(1): 1596016. https://
doi.org/10.1080/20013078.2019.1596016

38. Xia Y., Liu M., Wang L., Yan A., He W., Chen M., et al. A visible 
and colorimetric aptasensor based on DNA-capped single-
walled carbon nanotubes for detection of exosomes. Biosens 
Bioelectron. 2017; 92: 8−15. https://doi.org/10.1016/j.bios.2017.01.063

39. Liu C., Xu X., Li B., Situ B., Pan W., Hu Y., et al. Single-
Exosome-Counting Immunoassays for Cancer Diagnostics. 
Nano Lett. 2018; 18(7): 4226−32. https://doi.org/10.1021/acs.
nanolett.8b01184

40. Zeng S., Baillargeat D., Ho H.P., Yong K.T. Nanomaterials enhanced 
surface plasmon resonance for biological and chemical sensing 
applications. Chem Soc Rev. 2014; 43(10): 3426−52. https://doi.
org/10.1039/c3cs60479a

41.  Palkina N.V., Zenaishvili, R.D., Ruksha, T.G. The role of exosomes in 
the diagnostics and treatment of immune mediated skin disoders, wounds 
and alopecia. Vestnik Dermatologii i Venerologii. 2024; 100(2): 8−17. 
https://doi.org/10.25208/vdv11876 (in Russian)

42. Gandham S., Su X., Wood J., Nocera A.L., Alli S.C., Milane L., et al. 
Technologies and Standardization in Research on Extracellular Vesicles. 
Trends Biotechnol. 2020; 38(10): 1066−98. https://doi.org/10.1016/j.
tibtech.2020.05.012

43. Mateescu B., Kowal E.J., van Balkom B.W., Bartel S., Bhattacharyya 
S.N., Buzás E.I., et al. Obstacles and opportunities in the functional 
analysis of extracellular vesicle RNA – an ISEV position paper. J 
Extracell Vesicles. 2017; 6(1): 1286095. https://doi.org/10.1080/2001
3078.2017.1286095

Сведения об авторе:
Сергеева Екатерина Юрьевна, доктор биол. наук, проф. каф. патологической физиологии им. проф. В.В. Ива-

нова ФГБОУ ВО «КрасГМУ им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» Минздрава России, e-mail: e.yu.sergeeva@mail.ru

К СОДЕРЖАНИЮ

https://doi.org/10.1186/s12943-022-01509-9
https://doi.org/10.1186/s12943-022-01509-9
https://doi.org/10.1242/jcs.110.16.1867
https://doi.org/10.1242/jcs.110.16.1867
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2015.02.019
https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2015.02.019
https://doi.org/10.1039/c6an00892e
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1535750
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1535750
https://doi.org/10.1021/nn901824n
https://doi.org/10.1016/bs.acc.2016.07.003
https://doi.org/10.1080/20013078.2019.1596016
https://doi.org/10.1080/20013078.2019.1596016
https://doi.org/10.1016/j.bios.2017.01.063
https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.8b01184
https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.8b01184
https://doi.org/10.1039/c3cs60479a
https://doi.org/10.1039/c3cs60479a
https://doi.org/10.25208/vdv11876
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2020.05.012
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2020.05.012
https://doi.org/10.1080/20013078.2017.1286095
https://doi.org/10.1080/20013078.2017.1286095
mailto:e.yu.sergeeva@mail.ru


ISSN 0031-2991 121

ProblemPathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2025; 69(3)  

DOI: 10.48612/pfiet/0031-2991.2025.03.121-128

Проблема

© Геворкян Н.М., 2025
УДК 616-092

Геворкян Н.М.

Биологический смысл наличия лимфоцитов в сперме. Гипотеза
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В статье предлагается решение все еще не выясненной проблемы, связанной с так называемым «иммун-
ным парадоксом беременности», с природой толерантности в отношении полуаллогенного плода. Все-
сторонний анализ обширного ряда функциональных эффектов, выявленных нами в процессе разноо-
бразных исследований особенностей индуктивного, лечебного и профилактического действия экзоген-
ной суммарной РНК лимфоидных клеток здоровых особей in vivo, а также способность суммарной РНК 
морфогенетических γδ-Т-лимфоцитов к перепрограммированию патологических процессов и их норма-
лизации, позволил выявить и уяснить истинную стратегию воздействий компонентов спермы при опло-
дотворении. Воспроизведенная таким путем умозрительная картина явилась исключительно наглядной 
демонстрацией принципа организации эволюционирующих систем, сформулированного в 1965 году В.А. 
Геодакяном и состоящего в асинхронной эволюции бинарно-сопряженных подсистем, и так же гармонично 
согласуется с уникальными наблюдениями и на редкость смелым умозаключением А.А. Максимова (1909 
год), согласно которому «в организме млекопитающих существует один вид клеток, лимфоциты… кото-
рые, в зависимости от разнообразия условий их обитания в организме эмбриона, выглядят по-разному и 
могут производить различные клетки-продукты дифференцировки». Наконец, предлагаемая здесь кон-
цепция позволяет ответить и на вопрос о происхождении предшественников Т-лимфоцитов в эмбриоге-
незе тимуса, который до сих пор не решен.

Ключевые слова: оплодотворение; «иммунный парадокс беременности»; толерантность; морфогенетические 
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Gevorkyan N.M.

Biological significance of the presence of lymphocytes in semen. A hypothesis
Orekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry, 10 Pogodinskaya St., Moscow 119121, Russian Federation

The article proposes a solution to a still unclear problem of the so-called “immune paradox of pregnancy” and the 
nature of tolerance to a semi-allogeneic fetus. A comprehensive analysis of a wide range of functional effects that 
we have identified in various studies of the inductive, therapeutic and prophylactic action of exogenous total RNA 
of lymphoid cells from healthy individuals in vivo, as well as the ability of total RNA of morphogenetic γδ-T-lympho-
cytes to reprogram and normalize pathological processes, has allowed us to reveal and clarify the true strategy of 
the effects of sperm components during fertilization. Thus, the obtained speculative picture appeared an exceptio-
nally clear demonstration of the organization principle of evolving systems formulated in 1965 by V.A. Geodakyan. 
The principle is the asynchronous evolution of binary-conjugated subsystems, and it also harmoniously agrees 
with the unique observations and an exceptionally bold conclusion of A.A. Maksimov (1909) that “in the body of 
mammals there is one type of cells, lymphocytes... which, depending on the diversity of their living conditions in 
the body of the embryo, look different and can produce different cells, products of differentiation.” Finally, the con-
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cept proposed here allows answering the question of the origin of T-lymphocyte precursors in the embryogenesis 
of the thymus, which has not yet been resolved.
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«… природа, когда её начинают видеть, расступается послушным простором,  
и в этом состоянии её, как сонную, тихо вносят на полотно».

Б. Пастернак

Статья с похожим названием, “The biological 
significance of white blood cells in semen”, была опубли-
кована в 1995 году [1]. В ней иммуноцитохимическим 
методом было показано, что среди лейкоцитов спермы 
гранулоциты составляют примерно 50−60%, макрофаги 
– 20−30%, Т-лимфоциты – 2−5%. Ранее тем же автором 
было обнаружено [2], что все три указанных типа клеток 
содержатся в эякуляте у всех мужчин, тогда как прежде 
считалось, что семенная жидкость способствует лишь 
доставке сперматозоидов для оплодотворения ооцитов.

Обнаружение лейкоцитов вызвало разногласия по по-
воду назначения этих клеток в составе спермы. Некото-
рые авторы полагали, что с лейкоцитами может быть свя-
зано мужское бесплодие, поскольку: (а) in vitro лейкоциты 
нарушали функцию сперматозоидов и их проникновение 
в яйцеклетки хомяка; (б) их количество в сперме было 
значительно выше у мужчин с бесплодием; и (в) лейко-
цитоспермия (условно, более 106 лейкоцитов/мл спермы) 
ассоциировалась с уменьшением количества сперматозо-
идов и нарушением их подвижности, при этом удивляло 
то, что примерно 80% образцов лейкоцитоспермии бы-
ли микробиологически отрицательными, и из-за отсут-
ствия клинических симптомов определить происхожде-
ние лейкоцитов не удавалось. В то же время, другие ис-
следователи никакого повреждения сперматозоидов при 
наличии лейкоцитоспермии не наблюдали, хотя в целом 
возможное влияние лейкоцитов на функцию сперматозо-
идов и не исключали [1].

Позже были обнаружены выраженные противовоспали-
тельные свойства семенной жидкости, которые связывали 

с наличием в ее составе лимфоцитов, участвующих в им-
мунных реакциях защиты мужских половых путей от восхо-
дящих патогенов, а высокое содержание Т-лимфоцитов-су-
прессоров в составе семенной жидкости – в установлении 
и поддержании в мужском организме иммунологической 
толерантности к сперматозоидам и в предотвращении ауто-
иммунных реакций на границе иммунологически изолиро-
ванного мужского органа [3, 4]. То есть на протяжении не-
скольких десятков лет наличие лимфоцитов в сперме в ос-
новном связывали с их защитной функцией в отношении 
мужского полового тракта [5, 6, 7, 8].

Между тем, еще в середине прошлого столетия бри-
танским иммунологом Питером Медаваром был затронут 
вопрос о необъяснимой иммунологической толерантности 
беременных в отношении полуаллогенного плода – так на-
зываемый «иммунный парадокс беременности», связан-
ный с развитием антигенно чужеродного плода в организ-
ме матери [9]. С тех пор, несмотря на большое количество 
исследований, причины того, почему материнский орга-
низм в норме не отторгает генетически отличающийся 
плод, вопрос этот, по сути, не утратил своей актуально-
сти. Насколько удалось выяснить, ближе всех к разгадке 
подобрались австралийские ученые, с неизменным уча-
стием Сары Робертсон (Sarah А. Robertson), многолетние 
исследования которых [10−21] способствовали наиболее 
всестороннему пониманию явлений, предшествующих 
и сопутствующих имплантации оплодотворенной яйце-
клетки в стенку матки.

Так, было показано, что у мышей через 4 дня после ал-
логенного спаривания с вазэктомированными самцами про-
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исходит активация лимфоцитов в парааортальных лимфати-
ческих узлах (PALN), дренирующих матку, с увеличением 
клеточности PALN в 1,7 раза по сравнению с девственным 
контролем. Это означает, что ни наличие оплодотворенной 
яйцеклетки, ни наличие сперматозоидов в эякуляте не тре-
буется для индукции ответа иммунных клеток на преим-
плантационной стадии развития зародыша [19]. Кроме то-
го, эксперименты по адоптивному переносу через хвосто-
вую вену меченных радиоактивным изотопом лимфоцитов, 
выделенных из PALN мышей B6 на 3-й день после их алло-
генного спаривания c самцами BALB/c, показал, что лим-
фоциты, активированные при осеменении, направляются 
к области имплантации эмбрионов в матке мышей-реци-
пиентов В6 с 6-дневной беременностью, а также к другим 
слизистым оболочкам и лимфатическим узлам.

Интересное исследование было проведено с целью 
определения того, может ли воздействие спермы при спа-
ривании привести к иммунологической гипореактивности 
или «толерантности» к отцовским антигенам. С исполь-
зованием инбредных конгенных линий мышей изучали 
влияние воздействия спермы на иммунный ответ на от-
цовские антигены MHC класса I, определяя рост или от-
торжение отцовских опухолевых клеток, вводимых сам-
ке примерно во время имплантации эмбриона. Было об-
наружено, что опухолевые клетки мышей Balb/c (H-2d), 
которые всегда отторгаются у девственных мышей Balb/k 
(H-2k), растут у самок мышей Balb/k, скрещенных с сам-
цами-производителями Balb/c, даже если самки были сте-
рилизованы путем перевязки соединения матки и маточ-
ных труб [11, 17]. Это открытие подтвердило, что воздей-
ствия спермы достаточно, чтобы вызвать специфическую 
гипореактивность к отцовским антигенам MHC класса I, 
независимо от того, наступит ли беременность. Реакция 
специфична, поскольку спаривание с сингенными сам-
цами Balb/k или сторонними самцами не приводит к ка-
кой-либо потере устойчивости к опухоли.

Таким образом, на сегодняшний день выяснено, что 
у мышей после спаривания происходит активация и экс-
пансия популяций материнских лимфоцитов парааорталь-
ных лимфатических узлов, которая запускается компонен-
тами спермы, полученными из семенных пузырьков [19], 
и что «у человека свыше 700 генов дифференцированно 
экспрессируется в тканях шейки матки после взаимодей-
ствия с семенной жидкостью» [22]. Более того, женские 
лимфоциты дренирующих матку лимфатических узлов, 
активированные при осеменении [17, 21], могут способ-
ствовать установлению толерантности матери к зароды-
шу в области имплантации [19]. Невыясненными оста-
ются клеточный и молекулярный механизмы индук-
ции толерантности женских лимфоцитов к отцовским 
антигенам зародыша.

Тем временем, в поисках возможности сохранения из-
вестных регенераторных свойств Т-лимфоцитов при их 
адоптивном переносе [23, 24], которая при этом не вы-
зывала бы иммунной реакции отторжения у аллогенной 
особи, нам удалось доказать, что таким свойством обла-
дает субклеточная фракция суммарной РНК лимфоцитов 
[25−28]. На белых беспородных крысах было показано 
корригирующее действие суммарных РНК, выделенных 
из лимфоидных клеток бычьей, крысиной или свиной се-
лезенки, крысиного или свиного костного мозга или тиму-
са, или же из лимфоцитов периферической крови доноров, 
в отношении нарушенных функций организма экспери-
ментальных животных [27, 29−34]. Указанные препараты 
РНК в полной мере (и даже с большей эффективностью 
и быстродействием [35]), воспроизводили все нюансы ре-
генераторных свойств, которыми исходные лимфоидные 
клетки обладали в момент выделения из них РНК. Это от-
крывает возможность беспрепятственного и эффективно-
го введения не только аллогенной, но и ксеногенной РНК 
лимфоидных клеток здоровых особей любому млекопи-
тающему, включая человека, без необходимости подбора 
гистосовместимого донора [36].

Влияние экзогенных РНК на процесс морфогенеза 
в период эмбрионального развития было впервые иссле-
довано M. Niu [37], который показал, что имплантация 
развивающимся головастикам эпидермальных культур, 
выращенных в присутствии РНК тимуса теленка, приво-
дила к образованию у зародышей в этом месте полноцен-
ного тимуса, морфологически неотличимого от нормаль-
но развивающегося органа. Имплантированные контроль-
ные культуры, выращенные без добавления РНК тимуса, 
через несколько недель бесследно исчезали.

Следует отметить также высокую стабильность эф-
фектов, индуцируемых экзогенной РНК. Так, в дальней-
ших исследованиях M. Niu с соавторами [38, 39] было 
обнаружено, что экзогенная РНК, выделенная из мыши-
ной печени, инициировала в клетках асцитной карци-
номы мышей синтез ряда не свойственных им веществ, 
одним из которых оказалась глюкозо-6-фосфатаза. Этот 
фермент синтезировала даже 244-я генерация асцитных 
клеток, то есть индукционный эффект экзогенной РНК 
поддерживался в клеточной линии на протяжении 21−29 
пассажей [40, 41].

Клональная организация лимфоидной ткани дает им-
мунной системе замечательную возможность параллель-
ного развития независимых индуктивных процессов. Со-
гласно предлагаемой нами концепции, в многоклеточном 
организме совокупность клонов морфогенетически компе-
тентных γδ-Т-лимфоцитов представляет собой специали-
зированную адаптивную гомеостатическую систему кло-
нальной регуляции пролиферации и дифференцировки со-
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Проблема

матических клеток каждого гистотипа в отдельности, где 
представители каждого клона являются прообразом сома-
тических клеток своей ткани-мишени, ее подвижным про-
тотипом [34, 42, 43, 44], образуя с ней «бинарно-сопря-
женную пару» [45]. Правомочность такого представления, 
помимо прочего, подтверждается тем, что на мембранах 
по-разному функционирующих тканеспецифичных кло-
нов Т-лимфоцитов в совокупности обнаружены рецепто-
ры к всевозможным продуцируемым в организме биоло-
гически активным веществам [27, 46−48], а сами Т-клетки 
способны все эти вещества, включая гормоны и факторы 
роста, характерные для клеток их тканей-мишеней, син-
тезировать и секретировать [27, 49−53].

Более того, помимо клонов морфогенетических 
Т-лимфоцитов с локальной тканеспецифической направ-
ленностью их регуляторного действия, в организме, по-ви-
димому, должно быть представлено еще великое множе-
ство клонов, «обслуживающих» отдельные участки таких 
протяженных тканей как кожа или слизистые оболочки 
[34, 54, 55], покрывающие наружные или внутренние по-
верхности, или, как сосуды, соединяющие органы и тка-
ни всего организма, с плавно меняющимися дополнитель-
ными свойствами, с постепенной утратой одних рецепто-
ров и антигенов клеточной поверхности и приобретением 
других, в зависимости от местоположения. Предполагае-
мый континуум превращений гистологически единой тка-
ни и приобретение ею дополнительных свойств, в свете 
изложенной выше концепции, наводят на мысль  о нали-
чии в организме еще большего количества клонов морфо-
генетических лимфоцитов. Такому представлению спо-
собствует также тот факт, что в эпителиальных клетках 
мозгового слоя тимуса, где происходит селекция ткане-
специфических Т-лимфоцитов, представлены не только 
тканеспецифичные антигены, но и продукты генов, экс-
прессируемых на разных стадиях дифференцировки ка-
ждой ткани. Экспрессия таких дифференцировочных ан-
тигенов свойственна также и отдельным клонам лимфоци-
тов [56], по-видимому, соответствующих разным стадиям 
дифференцировки их тканей-мишеней. Позже постоянное 
наличие Т-лимфоцитов с неизменными эмбриональными 
рецепторами, с разнообразными дифференцировочными 
рецепторами и антигенами было подтверждено и в ор-
ганизме взрослых животных [57]. Все это характеризу-
ет иммунную систему как систему «с континуумом кло-
нов и состояний их дифференцировки, где клетка каждо-
го клона проявляет в данный момент ее жизненного цикла 
слегка уникальный набор характеристик, реализуемых ее 
геномом» [58, 59].

Далее, есть все основания полагать, что суммарная 
РНК лимфоидных клеток обладает тканеспецифичностью 
(то есть сродством именно к лимфоидным клеткам). От-

носительно адресной доставки экзогенных РНК известно, 
что менее минуты инкубации достаточно, чтобы в лим-
фоидные клетки селезенки проникла гомологичная РНК, 
стимулируя их синтетическую активность, и что уже че-
рез 3 мин инкубации 3%, а через 15 мин – 8% радиоактив-
но меченой экзогенной РНК, выделенной из лимфоцитов 
периферической крови здоровых доноров, обнаруживает-
ся внутри аллогенных лимфоцитов и ксеногенных лим-
фоидных клеток селезенки мышей; кроме того, показано, 
что другие клетки, например, гранулоциты, такую лим-
фоидную РНК не поглощают [60−62]. Это подтверждают 
и наши исследования, когда, наряду с исключительной эф-
фективностью экзогенного воздействия лимфоцитарных 
РНК in vivo, эти же препараты в культурах клеток, не со-
держащих лимфоцитов, не вызывали никаких эффектов.

К тому же, по-видимому, суммарная РНК лимфоидных 
клеток обладает не только ткане-, но и клоноспецифично-
стью. О клоноспецифичности компонентов в составе РНК 
лимфоидных клеток свидетельствуют результаты наших 
опытов, в которых внутривенное, внутрибрюшинное или 
интраназальное введения препаратов РНК, выделенной 
из общей популяции лимфоцитов селезенки или тимуса, 
из костного мозга или периферической крови, обеспечива-
ют регенерацию функций самых разных органов и тканей 
[27, 33, 63]. То есть, очевидно, в этой системе клетки каж-
дого тканеспецифического клона Т-лимфоцитов реципи-
ента адресно воспринимают из экзогенной донорской лим-
фоидной РНК компонент, соответствующий их клональной 
принадлежности; в результате происходит клональная ак-
тивация Т-лимфоцитов, вызывающая затем функциональ-
ные изменения в клетках их ткани-мишени, но не сопро-
вождающаяся иммунной реакцией на чужеродное. На этом 
основании можно утверждать, что суммарная РНК общей 
популяции лимфоцитов представляет собой оператив-
ную составляющую генома всего организма.

Более того, согласно нашим представлениям, вся со-
вокупность клонов Т-лимфоцитов памяти в организ-
ме содержит полную историю онтогенетически и фило-
генетически значимых событий, являясь носителем под-
робной информации обо всех специфических изменениях, 
в разное время происходивших на уровне отдельных си-
стем и всего организма в целом в процессе его жизнеде-
ятельности.

Все вышесказанное дает основания предполагать, что 
лимфоциты спермы, попадая в материнские половые пу-
ти и подвергаясь там деградации, передают через стен-
ки сосудов лимфоцитам дренирующих матку лимфати-
ческих узлов РНК всевозможные клоны аллогенных от-
цовских лимфоцитов, в частности, тканеспецифических 
γδ-Т-клеток [64]. Это, кстати, объясняет и появление так 
называемых внетимических, или периферических, ре-
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гуляторных Т-клеток (pTreg) у плацентарных млекопи-
тающих [65, 66].

Следовательно, можно предположить, что именно акти-
вированные в результате взаимодействия с отцовской лим-
фоцитарной РНК «гибридные», адаптированные клоны ма-
теринских Т-лимфоцитов, успевающие к моменту имплан-
тации бластоцисты произвести несколько циклов деления 
за время продвижения оплодотворенной яйцеклетки к мат-
ке, обеспечивают привилегию маточно-плацентарного им-
мунитета, способствуя установлению специфической (ло-
кальной) толерантности организма матери к отцовским 
антигенам зародыша. Более того, по всей видимости, эти 
же лимфоциты и осуществляют регуляцию последующих 
этапов пролиферации и дифференцировки клеток заро-
дыша, задавая дальнейшую программу его нормального 
роста и развития. Эта идея тем более привлекательна, что 
вопрос об источнике предшественников Т-лимфоцитов 
в эмбриогенезе тимуса до сих пор не решен [67]!

Описанная схема согласуется и с наблюдениями 
А.А. Максимова, позволившими ему еще в 1909 году пу-
блично заявить, что «в организме млекопитающих су-
ществует один вид клеток, лимфоциты в наиболее ши-
роком смысле слова… – повсеместно встречающиеся, 
недифференцированные, полиморфные, блуждающие 
мезенхимные клетки, которые, в зависимости от раз-
нообразия условий их обитания в организме эмбрио-
на, выглядят по-разному и могут производить различ-
ные клетки-продукты дифференцировки» [68] – воз-
зрение, которое более чем на полвека опередило развитие 
представлений о лимфоцитарной регуляции морфогенеза.

В результате вырисовывается картина, наглядно и убе-
дительно иллюстрирующая до сих пор не воспринятую на-
учным сообществом идею асинхронной эволюции бинар-
ных биологических систем как определяющий принцип 
их организации, сформулированный в 1965 году В.А. Ге-
одакяном, автором эволюционных теорий пола, асимме-
трии мозга и тела, и эволюционной роли половых хро-
мосом: Любая эволюционирующая система на любом 
уровне организации делится на консервативную и опе-
ративную составляющие, образуя сопряжённую пару, 
повышающую её устойчивость [45, 69, 70]. То есть опи-
санная выше предполагаемая схема образования и разви-
тия зародыша включает в себя, с одной стороны, оплодот-
ворение сперматозоидом яйцеклетки, обеспечивающее 
ядерный материал образовавшейся клетки полным набо-
ром хромосом (консервативная подсистема), а с другой – 
«оплодотворение» материнских лимфоцитов рибонукле-
иновой кислотой спермальных лимфоцитов, обеспечива-
ющее толерантность и адаптацию иммунной системы 
матери к антигенам аллогенного зародыша (оперативная 
подсистема), что позволяет образовавшимся гибридным 

Т-лимфоцитам материнского организма осуществлять 
регуляцию дальнейшего развития гибридной (химерной) 
оплодотворенной яйцеклетки.

Доказать правильность предлагаемой здесь гипоте-
зы совсем не трудно при наличии экспериментальных 
возможностей. В случае подтверждения это будет иметь 
не только познавательное значение, но и практический вы-
ход в связи с возможностью коррекции целого ряда про-
блем, связанных с беременностью и вынашиванием пло-
да, включая и искусственное оплодотворение, успешность 
которого можно будет существенно повысить путем вве-
дения РНК отцовских лимфоидных клеток. Возможный 
отказ от гормональной стимуляции также может оказать-
ся большим облегчением для женщин, подвергающихся 
экстракорпоральному оплодотворению.
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