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РОЛЬ ЭНДОТОКСИНА В РАЗВИТИИ ГНОЙНО-СЕПТИЧЕСКИХ 

ЗАБОЛЕВАНИЙ И МЕТОДЫ ЕГО ВЫЯВЛЕНИЯ В КРОВИ

Е.В. Русанова1, А.Г. Ниязматов2, И.М. Протас3

1ГБУЗ МО Московский областной научно-исследовательский клинический институт 
им. М.Ф. Владимирского (МОНИКИ)
2ООО «НПФ “Рохат”», Москва
3ФГБУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи», Москва

Тяжесть и длительность гнойно-воспалительных заболеваний различной локализации напрямую зависят 
от концентрации липополисахаридов (эндотоксина) в крови. Определение этой величины и ее динамики в 
процессе терапии позволяет уточнять тактику лечения и проводить его своевременную коррекцию. Выяв-
ление уровня эндотоксина в биологических жидкостях является необходимой составляющей диагностики в 
лечебно-профилактических учреждениях. В настоящее время получили распространение высокочувствитель-
ные методы: LAL-тест в различных его модификациях и МАЧ-тест. 

Ключевые слова: эндотоксин, липополисахарид, гнойно-воспалительные заболевания, эндотоксинемия, гра-
мотрицательные микроорганизмы. 

THE ROLE OF ENDOTOXIN IN DEVELOPMENT OF SUPPURATIVE-SEPTIC DISEASES AND METHODS OF ENDOTOXIN 
LEVEL DETERMINATION IN BLOOD 

Е.V. Rusanova1, А.G. Niyazmatov2, I.М. Protas3

1M.F. Vladimirsky Moscow Regional Clinical and Research Institute (MONIKI)
2”Rohat” Scientific-and-Production Co., Ltd., Moscow
3Research Institute of Epidemiology and Microbiology n.a. N.F. Gamalei, Moscow

The severity and duration of suppurative inflammation of different locations is directly dependent on the level of 
lipopolysaccharides (endotoxin) in blood. Detection of this value and its dynamics during therapy enables determination 
of the treatment tactics and its correction. Examination of endotoxin level in biological fluids is a necessary diagnostic 
component in the therapeutic-and-prophylactic institutions. Today, highly sensitive methods such as LAL-test in different 
modifications and MAP-test (method of activated particles) are widely practised. 

Key words: endotoxin, lipopolysaccaride, suppurative inflammation, endotoxemia, gram-negative microorganisms.
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В последнее десятилетие значительно увели-
чилась роль грамотрицательных микроорганизмов  
в развитии гнойно-воспалительных заболеваний 
различной локализации. Наши наблюдения свиде-
тельствуют о том, что за последние 5 лет возросла 
частота выделения грамотрицательных бактерий у 
пациентов, находящихся в отделении интенсивной 
терапии (ОРИТ) МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского: 
на слизистой трахеи – на 50%, в крови – на 20% [4]. 
Доля грамотрицательных инфекций в ОРИТ России 
составляет в среднем 62% [7]. Из числа инфекций, 
которые были зарегистрированы у больных сепси-
сом, более 50% вызваны грамотрицательной микро-
флорой.

Бактериальный эндотоксин является постоян-
ным структурным компонентом наружной клеточной 
стенки грамотрицательных бактерий. По структуре 
это липополисахарид (ЛПС), состоящий из липида А 
(базисной части или ядра) и О-специфической цепи 
полисахарида, образованной повторяющимися иден-
тичными полисахаридными последовательностями. 
В отличие от экзотоксинов, ЛПС выделяется во внеш-
нюю среду в основном при разрушении бактериаль-
ных клеток. 

Человек находится в постоянном контакте с эндо-
токсином, т.к. в кишечнике обитает довольно большое 
количество грамотрицательных бактерий. В норме у 
человека проникновение малых доз эндотоксина при-
водит к развитию системной эндотоксинемии, которая 
обеспечивает поддержание всех частей иммунной си-
стемы в состоянии физиологического тонуса и адапта-
цию макроорганизма к изменяющимся условиям [2, 7, 
12]. В 1 мл плазмы крови содержится примерно 3-10 
пкг эндотоксина [7]. У здоровых людей имеются резер-
вы связывания эндотоксина лейкоцитами1 [5].

В зависимости от концентрации эндотоксин мо-
жет вызывать активацию лейкоцитов и макрофагов, 
стимуляцию продукции эндогенного пирогена. Бак-
териальные эндотоксины являются исключительно 
сильными пирогенами: для развития лихорадочного 
приступа достаточно присутствия в инфузионном рас-
творе бактериальных эндотоксинов в концентрации 
1 нг/мл. Возможна активация антагонистов глюко-
кортикоидов, интерферона, интерлейкинов, фактора 
некроза опухоли (кахексина) и других медиаторов, а 
также синтеза белков острой фазы (в том числе ами-
лоидного), миелопоэза, системы комплемента. Про-
исходит поликлональная активация В-клеток. Могут 
также появляться индукция развития провирусов, 
митогенный эффект, подавление тканевого дыхания, 
гиперлипидемия, диссеминированное внутрисосу-
дистое свертывание крови, эндотоксический шок и 

1  Патент РФ №2088936, 1997. Способ оценки антиэндотоксиново-
го иммунитета относительно грамотрицательных бактерий (ЛПС-
тест-ИФА). 

острая полиорганная недостаточность [10]. Перечис-
ленные процессы являются основными элементами 
таких клинически значимых состояний организма, как 
гнойно-септические заболевания брюшной полости, 
синдром системного воспалительного ответа, сепсис и 
септический шок.

Несмотря на давние (начиная с 40-х годов ХХ в.) 
и разносторонние исследования, эндотоксин до сих 
пор остается объектом пристального внимания, в том 
числе и в связи со сложностью и многоликостью его 
физиологического и патологического воздействия на 
организм человека [11]. Определение естественно-
го физиологического уровня эндотоксина в условиях 
функционирования иммунитета организма и началь-
ного порога, после которого начинается его патологи-
ческое воздействие вплоть до смертельного исхода, 
остаётся трудноразрешимой задачей [1, 6].

Следует подчеркнуть, что выявление эндотоксина 
в крови внесено в номенклатуру медицинских услуг 
под кодом А09.05.107 (приказ Минздравсоцразви-
тия России от 27.12.2011 №1664н «Об утверждении 
номенклатуры медицинских услуг», приказ Минюста 
России от 24.01.2012 №23010). Услуга «Исследование 
эндотоксина в крови» включена в стандарты медицин-
ской помощи. Несмотря на очевидную необходимость 
диагностики эндотоксинемии при различных видах 
патологии, в лечебно-профилактических учреждениях 
данное исследование, к сожалению, проводится край-
не редко.

В настоящее время существует ряд иммуноло-
гических и биохимических методов, позволяющих 
определять содержание ЛПС в биологических жид-
костях. Для определения содержания эндотоксина в 
лекарственных препаратах и изделиях медицинского 
назначения на протяжении более 30 лет успешно ис-
пользуется ЛАЛ-тест (LAL – Limulus amebocyte lysate) в 
различных модификациях. Для сертификации фарма-
цевтической и медицинской продукции на пироген-
ность ЛАЛ-тест включён в арсенал лабораторных ме-
тодов многих стран. Этот тест основан на способности 
ЛПС вызывать коагуляцию белков, содержащихся в 
лизате амебоцитов мечехвоста. Постановка ЛАЛ-теста 
занимает 30-60 минут в зависимости от конкретной 
модификации. Впервые этот тест был включён в Фар-
макопею США 20-го издания в 1980 г. и получил назва-
ние «Определение бактериальных токсинов».

ЛАЛ-тест обладает высокой чувствительностью: 
1 пг/мл [8]. Некоторые компоненты анализируемой 
крови способны ингибировать или активировать реак-
цию ЛПС с лизатом амебоцита, а его молекулы связы-
ваются с различными компонентами крови, что оказы-
вает влияние на результат теста. Молекулы ЛПС разных 
бактерий способны в разной степени активировать 
ЛАЛ-реакцию [9], поэтому активация иммунной систе-
мы различными видами ЛПС не всегда коррелирует с 
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чувствительностью ЛАЛ-теста. Этот тест неспецифичен 
к виду ЛПС, поэтому не позволяет идентифицировать 
вид патогена для диагностики грамотрицательных ин-
фекций.

В 2011 г. на основе синтетического аналога ре-
акции ЛАЛ для обнаружения ЛПС в жидких образцах 
разработаны наборы реагентов, получившие название 
EndoLISA™ (Hyglos GmbH, Германия). Принцип метода, 
лежащего в основе этих наборов, схож с принципом 
гетерофазного ИФА (ELISA). Это позволяет исключить 
проблему ингибирующего и активирующего влияния 
компонентов анализируемого образца на протекание 
реакции ЛАЛ за счёт гетерофазного выделения моле-
кул ЛПС из анализируемого образца, поскольку его 
контакт с ферментом исключён и ферментативная ре-
акция протекает при оптимальных стандартных усло-
виях. Кроме того, специально разработанный фермент 
в отличие от ЛАЛ-теста исключает активацию каскада 
реакций с бета-глюканами. Метод показал хорошую 
корреляцию с ЛАЛ-тестом при анализе содержания 
различных ЛПС в растворах (R2=0,98). Недостатком ме-
тода является длительное время проведения теста: 3 
часа 20 минут. Кроме того, EndoLISA™ сохраняет дру-
гие особенности, присущие ЛАЛ-тесту, например, от-
сутствие специфичности к виду ЛПС. Исследователи, 
подвергавшие анализу результаты применения LAL-
теста в клинике, делают заключение о необходимости 
осторожной интерпретации данных, полученных при 
помощи этого теста, так как нет строгой корреляции 
между содержанием эндотоксина в крови и тяжестью 
клинических явлений, а также прогнозом дальнейше-
го развития заболевания. 

Метод определения ЛПС в крови может быть 
основан на обнаружении специфических биохимиче-
ских маркеров и их уникальных компонентов, напри-
мер, кетодезоксиоктулозоновой кислоты. Хотя такие 
способы и наиболее точны, они пока не нашли сво-
его применения в медицинской практике, поскольку 
предполагают использование таких трудоёмких и до-
рогостоящих методов, как хроматография высокого 
разрешения и масс-спектрометрия [15].

Разработаны методы, основанные на способно-
сти молекул ЛПС активировать специализированные 
клетки крови посредством взаимодействия со специ-
фическими рецепторами, причём для этой цели могут 
быть использованы как специальные линии клеток, 
так и клетки крови диагностируемого пациента. 

В наборе реагентов «HEK-Blue™ комплект обна-
ружения ЛПС» (LPS Detection Kit, InvivoGen, США) ис-
пользуется линия клеток, специально разработанная 
для обеспечения чувствительности к малым количе-
ствам ЛПС. HEK-Blue™ основан на способности TLR4-
рецептора клетки «различать» липид А грамотрица-
тельных бактерий как наиболее токсичную часть ЛПС. 
Были специально сконструированы клетки, чрезвы-

чайно чувствительные к ЛПС, названные «HEK-Blue™-4 
клетки». Они стали основной частью этого комплекта. 
Присутствие низких концентраций ЛПС, начиная с 30 
пг/мл, обнаруживается клетками HEK-Blue™-4 и при-
водит к активации фактора NF-κB. При использовании 
набора происходит окрашивание реакционной смеси, 
которое можно регистрировать как визуально, так и 
спектрофотометрически. Этот тест довольно прост, 
однако требует условий культивирования клеточных 
культур. При этом он не предполагает быстрого полу-
чения результата, поскольку в ходе проведения ана-
лиза необходима инкубация клеток с анализируемым 
образцом в течение 18-24 часов. Кроме того, чувстви-
тельность набора (30 пг/мл) недостаточна для его при-
менения в клинической лабораторной диагностике, 
поэтому он предназначен только для научных иссле-
дований.

При использовании диагностического набора ре-
агентов EAA™ (анализ активности эндотоксина – En-
dotoxin Activity Assay, Spectral Diagnostics Inc., Канада) 
в реакции участвуют собственные нейтрофилы анали-
зируемого образца крови. Этот диагностический тест 
основан на реакции ЛПС со специфическими антитела-
ми. Опсонизированный комплементарными белками 
комплекс «антитело–ЛПС» усиливает респираторный 
взрыв нейтрофилов в присутствии фермента зимозана. 
Оксиданты, продуцируемые нейтрофилами, вызывают 
окисление люминала и последующую эмиссию света, 
то есть люминолзависимую хемилюминесценцию.

Набор реагентов EAA одобрен в США для диагно-
стического использования в медицинской практике. 
Его применение не занимает много времени: анализ 
одного образца – около 30 минут. При этом EAA отно-
сительно прост в применении и неспецифичен к виду 
молекул ЛПС. Для проведения анализа требуется хе-
милюминометр. В медицинской практике EAA исполь-
зуется в основном для контроля за экстракорпораль-
ной гемоперфузией при очистке крови от эндотокси-
на, поскольку даёт количественную оценку его уровня 
в крови.

В России зарегистрированы диагностические на-
боры по определению эндотоксина в биологических 
жидкостях. Это реагенты метода активированных ча-
стиц (МАЧ) для определения общего, родового  и ви-
дового ЛПС в сыворотке крови человека (ООО «НПФ 
“Рохат”», Россия). В основе исследования лежит МАЧ, 
основанный на иммобилизации специфических моно-
клональных антител IgG различных субклассов на по-
лимерных химических микросферах. Микросферы 
представляют собой латексные частицы типа «ядро–
оболочка», где ядро – полистирольный латекс, а обо-
лочка – сополимер латекса и метакрилата цинка при 
массовом соотношении звеньев 1:0,8 – 1:0,4.

Молекулы ЛПС, присутствующие в исследуемой 
сыворотке крови, при взаимодействии с антителами 
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активируют полимерные частицы, вызывая их агре-
гацию, визуально наблюдаемую как створаживание. 
Учет результатов реакции выполняется визуально по 
одной из четырех степеней активирования частиц 
диагностикума. Постановка реакции не требует ни 
специального обучения персонала, ни специализи-
рованного оборудования, и проводится в течение 10 
минут. Чувствительность наборов составляет 7,5 пг/мл 
ЛПС, специфичность – более 98,7%. Метод даёт полу-
количественную оценку концентрации эндотоксина в 
крови в диапазоне 7,5-500 пг/мл.

Диагностические наборы в количестве 17 штук 
позволяют определять в сыворотке крови пациен-
тов не только общий эндотоксин грамотрицательных 
бактерий, но и эндотоксин рода и видов Enterobacter, 
Pseudomonas, Klebsiella, Serratia, а также контролиро-
вать эффективность и целесообразность проводимой 
антибактериальной терапии. Тройное последователь-
ное определение общего эндотоксина, его рода и вида 
повышает достоверность получаемого результата.

Особенностью МАЧ-теста является то, что анализ 
может быть проведён только на свежей сыворотке 
крови, т.е. её необходимо использовать в течение 
двух часов после взятия крови, при этом учитывает-
ся физиологический уровень эндотоксина (в среднем 
около 5 пг/мл). Поэтому МАЧ-тест позволяет выяв-
лять скрытые формы инфекций (в частности, очагов 
воспалений), вызванных грамотрицательными бак-
териями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Диагностика эндотоксинемии имеет большое 

значение для определения тактики лечения больных 
с гнойно-септическими заболеваниями и ее своев-
ременной и адекватной коррекции. Об этом свиде-
тельствует и внесение «Исследования эндотоксинов 
в крови» в номенклатуру медицинских услуг. Крайне 
редкое определение эндотоксинемии снижает эффек-
тивность диагностики и последующего лечения боль-
ных с гнойно-септическими заболеваниями, затягивая 
их выздоровление и создавая угрозу жизни. Этот про-
бел нашего здравоохранения необходимо воспол-
нить, тем более что в распоряжении лабораторий в 
настоящее время имеются недорогие и эффективные 
методы: LAL-тест импортного производства и МАЧ-тест 
– отечественного.
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