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Уровень экспрессии генов апоптоза FAS, TNFR2, TRAIL, DR3 
и DR4/5 у больных с впервые выявленным хроническим 
лимфолейкозом до и после проведения терапии 
флударабином, циклофосфамидом и ритуксимабом (FCR)
Захаров С.Г.1 • Голенков А.К.1 • Мисюрин В.А.2 • Катаева Е.В.1 • Барышникова М.А.2 • 
Чуксина Ю.Ю.1 • Митина Т.А.1 • Трифонова Е.В.1 • Высоцкая Л.Л.1 • Черных Ю.Б.1 • 
Клинушкина Е.Ф.1 • Белоусов К.А.1 • Финашутина Ю.П.2 • Мисюрин А.В.2

Актуальность. Ранее мы показали, что экс-
прессия генов FAS, TNFR2, TRAIL, DR3, DR4/5 
у больных с впервые выявленным хроническим 
лимфолейкозом (ХЛЛ) коррелирует с  клиниче-
скими проявлениями болезни: они минимальны 
у  пациентов с  высокой активностью проапоп-
тотических генов и низкой активностью генов, 
блокирующих апоптоз, и более выражены у па-
циентов с  высоким уровнем экспрессии анти-
апоптотических и  низким уровнем экспрессии 
проапоптотических генов. Цель  – сравнить 
уровни экспрессии генов внешнего пути апоп-
тоза у  больных с  впервые выявленным ХЛЛ 
до и  после проведения курса химиотерапии 
комбинацией флударабина, циклофосфамида 
и ритуксимаба (FCR) с учетом исходных клини-
ческих данных и ответа на лечение. Материал 
и  методы. В  проспективное одноцентровое 
когортное исследование включены 23  боль-
ных с  впервые выявленным ХЛЛ, проходив-
ших клинико-диагностическое обследование 
и  лечение в  период с  ноября 2014 по декабрь 
2017  г. Иммунофенотипирование лимфоцитов 
периферической крови для диагностики ХЛЛ 
проводили методом 4-цветной проточной ци-
тометрии. Для исследования экспрессии генов 
внешнего пути апоптоза выполняли полиме-
разную цепную реакцию в  реальном времени 
с обратной транскрипцией. Всем больным при-
меняли стандартную программу лечения FCR 
с последующим проведением поддерживающе-
го лечения ритуксимабом. Результаты. Среди 
23 больных с впервые выявленным ХЛЛ преоб-
ладали мужчины (n = 16). Медиана возраста со-
ставила 64 года (от 47 до 77 лет). У 16 пациентов 
диагностированы I и  II стадии ХЛЛ по Rai, у 7 – 
III и  IV стадии. Для удобства анализа пациенты 
были разделены на 2 группы в зависимости от 
уровня данного показателя. Перед началом те-
рапии в группе больных с высоким уровнем экс-
прессии гена FAS по сравнению с  пациентами 
с  низким уровнем данного показателя наблю-
дался более высокий уровень экспрессии генов 
TNFR2 (p < 0,0015) и TRAIL (p < 0,0053). До прове-
дения FCR-терапии в группе с низким уровнем 

экспрессии гена FAS количество лимфоцитов 
было увеличено (р = 0,0016), а эритроцитов сни-
жено (р = 0,0159). Исходно в  группе с  высоким 
уровнем экспрессии FAS было больше больных 
с I и II стадией ХЛЛ (р = 0,0205). Через 3 дня по-
сле проведения 4-дневного курса FCR-терапии 
повышение уровня экспрессии отмечено толь-
ко для генов FAS (р = 0,0025) и TRAIL (р = 0,0045). 
По завершении 1-го цикла FCR-терапии у боль-
ных с  низким уровнем экспрессии гена FAS 
количество лимфоцитов снижалось быстрее, 
чем в  группе больных с  высоким уровнем экс-
прессии этого гена (р = 0,0019). После 6 циклов 
FCR-терапии полной или частичной ремиссии 
достигли 82%  (19  из 23  пациентов), при этом 
у больных с высоким уровнем экспрессии гена 
FAS было большее количество полных ремиссий 
(р = 0,026). Нежелательных явлений, связанных 
с  проведением FCR-терапии, не зарегистриро-
вано. Заключение. Гены внешнего пути апоп-
тоза – один из ключевых факторов опухолевого 
роста при ХЛЛ. Полученные нами данные о вли-
янии FCR-терапии на уровень экспрессии генов 
FAS и  TRAIL дают возможность рассматривать 
их как мишень для данной комбинации препа-
ратов, а также могут лечь в основу разработки 
новых молекулярных препаратов.

Ключевые слова: хронический лимфолейкоз, 
гены апоптоза, FCR-терапия
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Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) пред-
ставляет собой лимфопролифератив-
ный процесс, в основе которого лежит 
накопление опухолевых клеток, приво-

дящее к  угнетению функций костного мозга [1]. 
Клиническими проявлениями болезни считают-
ся лимфоцитоз периферической крови, лимфо-
аденопатия, гепатоспленомегалия. Данные фун-
даментальных исследований процессов апоптоза 
при хроническом лимфолейкозе свидетельству-
ют о  сложности и  многообразии механизмов, 
влияющих на кинетику нормальных клеток 
и  опухолевых лимфоцитов [2–4]. Основное вни-
мание исследователей было сконцентрировано 
на изучении внутреннего сигнального пути [5–7], 
поскольку используемые сегодня при лечении 
ХЛЛ таргетные препараты направлены на блоки-
рование путей передачи сигнала в В-клетке.

В ряде работ выявлена важная роль внешнего 
пути апоптоза при онкогематологических заболе-
ваниях, в  том числе наличие связи между боль-
шой опухолевой массой и снижением уровня экс-
прессии FAS/APO-1 на поверхности лимфоцитов 
[8]. Нами показано значение четырех внешних 
сигнальных путей для процессов апоптоза при 
ХЛЛ [9]. Основным механизмом является FAS-
опосредованный сигнальный путь, при котором 
осуществляется взаимодействие FAS-лиганда 
и  FAS-рецептора, завершающееся активацией 
каспаз, инициирующих процессы апоптоза [10]. 
Второй путь активации апоптоза  – взаимодей-
ствие TNF и  TNF-рецептора (TNFR1–2) [11–13]. 
Третий – взаимодействие TRAIL [14, 15] с его ре-
цепторами семейства DR (DR4/5), которое может 
наряду с  активацией апоптоза вызывать и  его 
торможение через NF-κB. [16]. Инициация чет-
вертого сигнального пути осуществляется за счет 
взаимодействия рецептора DR3 с лигандом TL1A 
[17–19], которое характеризуется двойным меха-
низмом действия, то есть может активировать 
как апоптотический, так и  антиапоптотический 
сигнальные пути [20, 21].

В своей предыдущей работе [9] мы также по-
казали, что экспрессия генов FAS, TNFR2, TRAIL, 
DR3, DR4/5 у  больных с  впервые выявленным 
ХЛЛ коррелирует с  клиническими проявления-
ми болезни: они были минимальными у пациен-
тов с  высокой активностью проапоптотических 
генов и низкой активностью генов, блокирующих 

апоптоз, и более выраженными у пациентов с вы-
соким уровнем экспрессии антиапоптотических 
и  низким уровнем экспрессии проапоптотиче-
ских генов.

На втором этапе нашей работы мы решили 
выяснить, как влияет терапия флударабином, 
циклофосфамидом и  ритуксимабом (FCR) на 
уровень экспрессии генов апоптоза FAS, TNFR2, 
TRAIL, DR3, DR4/5 у больных с впервые выявлен-
ным ХЛЛ в зависимости от клинических данных 
и ответа на лечение.

Материал и методы 
В проспективное когортное исследование вошли 
23 больных с впервые выявленным ХЛЛ, прохо-
дивших обследование и лечение в отделении кли-
нической гематологии и  иммунотерапии ГБУЗ 
МО МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского в  пери-
од с  ноября 2014 по декабрь 2017  г. В  исследова-
ние включали пациентов с  установленным ди-
агнозом впервые выявленного ХЛЛ в  возрасте 
от 18 до 80 лет, со стадиями заболевания от I до 
IV по Rai [22] с  показаниями для FCR-терапии. 
Установление диагноза, показаний к  тера-
пии и  оценку ответа на лечение осуществляли 
в  соответствии с  критериями, предложенны-
ми Международной рабочей группой по ХЛЛ 
(IWCLL, 2008) [22]. Критериями невключения 
были хроническая почечная недостаточность 
с клиренсом креатинина меньше 30 мл/мин, гемо-
литическая анемия, возраст более 80 лет, полиси-
стемная коморбидность, тяжелые аллергические 
состояния в  анамнезе. Критерием исключения 
служила непереносимость ритуксимаба.

Все больные проходили клинико-диагно-
стическое обследование, включавшее общий 
и  биохимический анализ крови, исследование 
аспиратов костного мозга до и после завершения 
индукционного периода противоопухолевой хи-
миотерапии, ультразвуковое исследование лим-
фоузлов брюшной полости и забрюшинного про-
странства, а  также компьютерную томографию 
органов грудной клетки.

Иммунофенотипирование лимфоцитов пери-
ферической крови для диагностики ХЛЛ прово-
дилили в  клинико-диагностической лаборатории 
ГБУЗ МО МОНИКИ им.  М.Ф.  Владимирского 
методом 4-цветной проточной цитометрии 
(“Becton Dickinson”, США) с  использованием 

1  ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт им. М.Ф. Владимирского»; 129110, г. Москва, ул. Щепкина, 
61/2, Российская Федерация

2  ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России; 115478, г. Москва, Каширское 
шоссе, 24, Российская Федерация
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моноклональных антител к антигенам CD3, CD19, 
CD20, CD22, CD5, CD23, CD38 (“Becton Dickinson”, 
США). При установлении иммунофенотипическо-
го профиля, характерного для ХЛЛ, у  пациентов 
в дебюте заболевания до начала противоопухоле-
вой терапии дополнительно определялась экспрес-
сия CD38. Критерием позитивности CD38 считали 
наличие экспрессии антигена на поверхности бо-
лее чем 20% опухолевых клеток. Экспрессия CD38-
антигена на В-лимфоцитах более 20% позитивных 
клеток свидетельствует об отсутствии соматиче-
ских гипермутаций вариабельных участков генов 
иммуноглобулинов и  коррелирует со снижением 
общей выживаемости пациентов с ХЛЛ [23].

Для исследования экспрессии генов внешнего 
пути апоптоза (FAS, TNFR2, TRAIL, DR3, DR4/5) 
проводили полимеразную цепную реакцию 
в  реальном времени с  обратной транскрипцией 
в лаборатории рекомбинантных опухолевых ан-
тигенов Научно-исследовательского института 
экспериментальной диагностики и терапии опу-
холей ФГБУ «Российский онкологический науч-
ный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России, 
как описано в работе [9].

Всем 23  пациентам применяли стандартную 
программу лечения FCR: ритуксимаб 1  цикл  – 
375 мг/м2 внутривенно капельно в 1-й день, после-
дующие циклы – 500 мг/м2 внутривенно капель-
но в 1-й день; флударабин 25 мг/м2 внутривенно 
капельно во 2–4-й дни; циклофосфамид 250 мг/м2 
внутривенно капельно во 2–4-й  дни. Цикл со-
ставлял 32  дня. Индукционный период состоял 
из 6 циклов.

После завершения индукционной проти-
воопухолевой FCR-терапии выполнен анализ 

клинических результатов, где была зафиксирова-
на категория ответа (ремиссия полная, частичная 
или стабилизация болезни). Далее последовало 
наблюдение за больными с проведением поддер-
живающего лечения ритуксимабом. Медиана 
наблюдения составила 33  месяца. Выбывших из 
исследования не было.

Этическая экспертиза. В  соответствии со 
ст.  32 «Основы законодательства Российской 
Федерации об охране здоровья граждан» (утверж-
дены ВС РФ от 22.07.1993 № 5487-1 в редакции от 
30.12.2008) исследование проводили с  письмен-
ного согласия обследуемых. Проведение иссле-
дования одобрено комитетом по этике при ГБУЗ 
МО МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского (прото-
кол заседания от 15 декабря 2016 г.).

Статистический анализ. Размер вы-
борки предварительно не рассчитывался. 
Статистическую обработку результатов про-
водили с  использованием прикладных паке-
тов программ Statistica  10.0 (StatSoft Inc., США) 
и  Microsoft Office Excel 2016. Количественные 
данные представлены в  виде медианы (Me), ми-
нимальных и  максимальных значений (min–
max). Для исследования связи уровня экспрессии 
гена FAS с  количественными параметрами (воз-
раст больных, поражение лимфатических узлов, 
количество лимфоцитов, уровень гемоглобина, 
количество эритроцитов и  тромбоцитов, экс-
прессия CD38, количество клеток с  иммунофе-
нотипом CD19+/CD5+ и уровень экспрессии генов 
DR3, DR4/5, FAS, TNFR2 и  TRAIL) использовали 
U-критерий Манна  – Уитни. Для исследования 
связи уровня экспрессии гена FAS с  качествен-
ными параметрами (пол, стадия заболевания 

Таблица 1. Экспрессия генов внешнего пути апоптоза у 23 больных с впервые выявленным хроническим лимфолейкозом 
в зависимости от уровня экспрессии гена FAS до проведения FCR-терапии

Параметр Высокий уровень экспрессии 
гена FAS (n = 8)

Низкий уровень экспрессии 
гена FAS (n = 15)

Значение p

Возраст, Me (min–max), годы 63 (59–78) 65 (47–78) 0,8557*

Мужчины, % 75 73 0,9309**

DR3, Me (min–max), % 145 (5–1925) 169 (0–1074) 0,9645*

DR4/5, Me (min–max), % 599 (333–6932) 766 (416–1350) 0,3282*

FAS, Me (min–max), % 7717 (4617–12980) 373 (113–2550) < 0,0001*

TNFR2, Me (min–max), % 6868 (1587–32842) 1811 (559–2939) 0,0015*

TRAIL, Me (min–max), % 11775 (2111–19670) 2401 (436–14600) 0,0053*

 * U-критерий Манна – Уитни
** Критерий χ2
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I и II против стадий III и IV, клинический исход) 
применяли критерий χ2. Для анализа величи-
ны изменения таких признаков, как количество 
лимфоцитов, размер лимфатических узлов, пе-
чени и  селезенки, а  также уровня экспрессии 
исследованных генов использовали критерий 
Уилкоксона [24]. Различия между группами счи-
тали статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты
Характеристика пациентов
Из 23 больных с впервые выявленным ХЛЛ было 
16 мужчин и 7 женщин, медиана возраста состави-
ла 64 года (от 47 до 77 лет). У 16 больных диагности-
рована I–II стадии ХЛЛ по Rai, у 7 – III–IV стадии.

У всех больных (n = 23) пальпировались уве-
личенные периферические лимфатические узлы, 
у  2  определялись конгломераты в  аксиллярной 
и  шейной областях. В  12  наблюдениях пальпи-
ровались печень и  селезенка, у  6  отмечено зна-
чительное их увеличение (> 5 см из-под реберной 
дуги). Лимфоаденопатию средостения и  брюш-
ной полости регистрировали у  15  обследован-
ных. В  анализах периферической крови 7  паци-
ентов отмечен уровень гемоглобина ниже 100 г/л. 
Гиперлейкоцитоз (уровень лейкоцитов перифе-
рической крови более 200 × 109/л) зафиксирован 
у 4 человек. Признаки опухолевой интоксикации 
(выраженная потливость) наблюдались у 12.

Показаниями для химиотерапии у  больных 
с I–II стадией ХЛЛ были укороченное время удво-
ения лимфоцитов периферической крови и при-
знаки опухолевой интоксикации.

Оценка уровня экспрессии генов апоптоза 
и клинических данных в зависимости от уровня 
экспрессии гена FAS
В ходе исследования мы получили данные об 
уровнях экспрессии генов DR3, DR4/5, FAS, TNFR2 
и TRAIL у 23 больных до и после проведения кур-
са FCR-терапии, а  также оценили клинические 

Таблица 2. Клинические показатели 23 больных с впервые выявленным хроническим лимфолейкозом в зависимости от уровня 
экспрессии гена FAS до проведения FCR-терапии

Параметр Высокий уровень экспрессии 
гена FAS (n = 8)

Низкий уровень экспрессии 
гена FAS (n = 15)

Значение p

Степень увеличения лимфатических узлов,  
Me (min–max), баллы

6 (0–10) 7 (2–12) 0,4411*

Степень увеличения печени, Me (min–max), баллы 0 (0–1) 1 (0–6) 0,1453*

Степень увеличения селезенки, Me (min–max), баллы 1 (0–2) 1 (0–2) 0,1876*

Количество лимфоцитов, Me (min–max), 109/л 5,9 (2,2–135) 92 (10,3–216) 0,0016*

Концентрация гемоглобина, Me (min–max), г/л 140 (124–149) 127 (101–135) 0,0817*

Количество эритроцитов, Me (min–max), 1012/л 4,59 (4,2–5,42) 3,85 (1,35–5) 0,0159*

Содержание клеток с иммунофенотипом CD19+/
CD5+/CD23+, Me (min–max), % от всех лимфоцитов 
периферической крови 

48,2 (0,7–82,2) 68 (6,5–94,5) 0,1673*

Содержание CD38-позитивных клеток ХЛЛ, Me (min–
max), % 

3,2 (0,5–7,2) 19,5 (0,7–89) 0,1246*

I–II стадия ХЛЛ по Rai, % 100 53 0,0205**

ХЛЛ – хронический лимфолейкоз
  * U-критерий Манна – Уитни
** Критерий χ2

Таблица 3. Динамика экспрессии генов внешнего пути апоптоза у 7 больных с впервые 
выявленным хроническим лимфолейкозом до лечения и после цикла FCR-терапии

Ген Уровень экспрессии гена, Me (min–max), % Значение p (U-критерий 
Манна – Уитни)

до лечения после курса FCR-
терапии

DR3 305,35 (136–1294) 1077,8 (31–7088) 0,3715

DR4/5 785,55 (429,6–1215) 1204 (348,9–2767) 0,2139

FAS 403,4 (216–857,5) 2027,1 (528–7200) 0,0025

TNFR2 2004,8 (559–33080) 2104,2 (559–16770) 0,9784

TRAIL 2803,4 (650–34250) 5851,4 (1869,1–51560) 0,0045
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показатели после первого и шестого циклов FCR-
терапии, характеризующие ее эффективность. 
Для удобства анализа пациенты были разделены 
на 2 группы в зависимости от уровня экспрессии 
гена FAS, как определено нами в работе [9].

Результаты до проведения FCR-терапии ото-
бражены в табл. 1. Из ее данных видно, что груп-
па больных с  высоким уровнем экспрессии гена 
FAS отличалась от группы с низким уровнем это-
го показателя более высоким уровнем экспрессии 
не только гена FAS (p < 0,0001), но и генов TNFR2 
(p < 0,0015) и TRAIL (p < 0,0053), что может свиде-
тельствовать о большей чувствительности опухо-
левых клеток к развитию апоптоза.

Анализ исходных клинических данных в  за-
висимости от уровня экспрессии гена FAS (табл. 2) 
показал, что в группе с низким уровнем экспрес-
сии гена FAS количество лимфоцитов было уве-
личено (р = 0,0016), а  эритроцитов снижено 
(р = 0,0159). В группе с высоким уровнем экспрес-
сии гена FAS было больше больных с I–II стадией 
ХЛЛ (р = 0,0205).

Через 3 дня после проведения 4-дневного кур-
са FCR-терапии у  7  из 23  больных, отобранных 
случайно, без селекции по какому-либо признаку, 
было изучено изменение экспрессии генов внеш-
него пути апоптоза (табл. 3). Оказалось, что по-
сле завершения курса лечения повышение уров-
ня экспрессии отмечено только для генов FAS 
(р = 0,0025) и TRAIL (р = 0,0045).

Клинические данные всех 23  больных ХЛЛ 
в  зависимости от уровня экспрессии гена FAS 

мы проанализировали по завершении 1-го  цик-
ла FCR-терапии (табл. 4). Наибольшие различия 
были установлены по динамике снижения коли-
чества лимфоцитов крови. У  больных с  низким 
уровнем экспрессии гена FAS по сравнению с вы-
соким количество лимфоцитов снижалось бы-
стрее (р = 0,0019). 

После 6 циклов FCR-терапии полной или ча-
стичной ремиссии достигли 82% (19 из 23 паци-
ентов), при этом большее количество полных ре-
миссий отмечено у пациентов с высоким уровнем 
экспрессии гена FAS (р = 0,026).

Нежелательных явлений, связанных с  прове-
дением FCR-терапии, не зарегистрировано.

Обсуждение
В настоящем исследовании мы получили данные, 
позволившие показать участие генов внешнего 
пути апоптоза FAS, TRAIL и TNFR2 в достижении 
противоопухолевого ответа после проведения 
FCR-терапии у  больных с  впервые выявленным 
ХЛЛ, а также подтвердить их проапоптотическую 
роль [25, 26]. Важно отметить, что в группе паци-
ентов с высокой активностью проапоптотических 
генов проявления болезни были менее выражены.

При анализе уровня экспрессии изучаемых 
генов после проведения 1-го курса FCR-терапии 
статистически значимое повышение показате-
лей отмечено только для FAS и TRAIL, но не для 
TNFR2, что может быть обусловлено его способ-
ностью как активировать, так и  блокировать 
апоптоз [10–13].

Таблица 4. Сравнение клинических показателей 23 больных с хроническим лимфолейкозом до лечения и после проведения 
1-го цикла FCR-терапии

Параметр Отношение показателя после лечения к исходному (доля) Значение p

высокий уровень 
экспрессии гена FAS (n = 8)

низкий уровень экспрессии 
гена FAS (n = 15)

Степень увеличения лимфатических узлов, баллы 4/6 (0,7) 5,5/7 (0,8) 0,7093*

Степень увеличения печени, баллы 0/0 1/1 0,1657*

Степень увеличения селезенки, баллы 0/0 0/0 0,3839*

Количество лимфоцитов, 109/л 1,1/5,9 (0,2) 10,25/92 (0,1) 0,0019*

Концентрация гемоглобина, г/л 128/140 (0,9) 122,5/127 (1) 0,5815*

Количество эритроцитов, 1012/л 4,64/4,59 (1) 4,1/3,85 (1) 0,0577*

Полная ремиссия после 6 циклов индукции, % 75 27 0,0263**

 * U-критерий Манна – Уитни
** Критерий χ2
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На основании вышесказанного можно пред-
положить: комбинация препаратов флударабина, 
циклофосфамида и ритуксимаба опосредует про-
тивоопухолевый ответ через активацию генов 
апоптоза FAS и TRAIL. Интересно отметить, что 
ритуксимаб комплементарно связывается с CD20 
на мембране опухолевого В-лимфоцита при ХЛЛ, 
вызывая апоптоз, а  также клеточную цитоток-
сичность [27]. Следовательно, FCR-программа 
имеет двойной механизм противоопухолево-
го действия: генопосредованный и  мембран-
ный. Активация двух ключевых генов апоп-
тоза FAS и  TRAIL под влиянием FCR-терапии 

сопровождалась уменьшением клинических про-
явлений ХЛЛ в большей степени у больных с низ-
ким уровнем экспрессии FAS.

Заключение
Гены внешнего пути апоптоза  – один из клю-
чевых факторов опухолевого роста при ХЛЛ. 
Полученные нами данные о  влиянии FCR-
терапии на уровень экспрессии генов FAS и TRAIL 
дают возможность рассматривать их как мишень 
для данной комбинации препаратов, а также мо-
гут лечь в основу разработки новых молекуляр-
ных препаратов. 
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Background: We have previously shown that the 
FAS, TNFR2, TRAIL, DR3, DR4/5 gene expression 
in patients with newly diagnosed chronic 
lymphoblastic leukemia (CLL) correlates with 
clinical manifestations of the disease: they are 
minimal in patients with high activity of the pro-
apoptotic genes and low activity of the apoptosis-
inhibiting genes, and advanced in patients with 
high expression of the anti-apoptotic and low 
expression of the pro-apoptotic genes. Aim: To 
compare the levels of expression of the external 
apoptosis pathway genes in patients with newly 
diagnosed CLL before and after chemotherapy 
with fludarabine, cyclophosphamide and 
rituximab (FCR), taking into account baseline 
clinical data and the response to treatment. 
Materials and methods: This prospective 
one-center cohort study included 23  patients 
with newly diagnosed CLL, who underwent 
clinical and diagnostic assessments and 
treatment from November 2014 to December 
2017. Immunophenotyping of peripheral blood 
lymphocytes for CLL diagnosis was done by four-
color flow cytometry. Expression of the external 
apoptosis pathway genes was assessed by real-
time reverse transcriptase polymerase chain 
reaction. All patients were treated with a standard 
FCR regimen with subsequent maintenance 
treatment with rituximab. Results: There were 
more men (n = 16) than women among our 23 CLL 
patients. Median age was 64  years (range, from 
47 to 77  years). Sixteen (16) patients had CLL Rai 
Grade I  and II, and 7  patients had CLL Grades III 
and IV. For convenience of analysis, all patients 
were divided into two groups depending on the 
FAS gene expression. At baseline, the patients with 
high FAS expression had higher TNFR2 (p < 0.0015) 
and TRAIL (p < 0.0053) expression levels. Before FCR 
therapy, the patients with low FAS expression had 

higher lymphocyte counts (р = 0.0016) and lower 
erythrocyte counts (р = 0.0159). At baseline, there 
were more Grade I and II patients in the group with 
higher FAS expression (р = 0.0205). At day 3 after the 
end of a four day FCR cycle, there was an increase 
only of the FAS (p = 0.0025) and TRAIL (p = 0.0045) 
expression. After the completion of the first FCR 
cycle, lymphocyte counts in the patients with low 
FAS expression decreased earlier than those in 
the patients with high FAS expression (p = 0.0019). 
After six FCR cycles, complete or partial remission 
was obtained in 82%  (19/23) of the patients. The 
patients with high FAS expression had higher 
complete remission rate (р = 0.026). No adverse 
events related to FCR were registered. Conclusion: 
The external apoptosis pathway genes are one of 
the key factors of the tumor progression in CLL. 
Our data on the effect of FCR therapy on the FAS 
and TRAIL gene expression make it possible to 
consider them as a  target for this combination 
regimen and may become the rationale to develop 
new pharmaceutical molecules.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, 
apoptosis genes, FCR regimen
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Оценка нелинейной динамики поврежденности 
клеточных структур как перспективный метод 
персонализированной онкодиагностики

Наймарк О.Б.1 • Никитюк А.С.1 • Небогатиков В.О.2 • Гришко В.В.2

Актуальность. Модуляционная интерферен-
ционная микроскопия  – одна из перспектив-
ных технологий для проведения ранней персо-
нализированной диагностики онкологических 
заболеваний, поскольку позволяет в  режиме 
реального времени получать изображение 
живых функционирующих клеток с нанометро-
вым разрешением, а  также проводить оценку 
пространственно-временной динамики их 
субклеточных структур. Цель  – выявить мар-
керы злокачественной трансформации клеток 
на основе многомасштабного пространствен-
но-временного анализа данных лазерной 
интерферометрии in situ регистрации дина-
мики субклеточных структур. Материал и ме-
тоды. Материалом служили клеточные линии 
аденокарциномы молочной железы MCF-7 
и  эпителиальных клеток почки человека HEK 
293, предоставленные ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр он-
кологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
(Москва). Измерения динамики флуктуаций 
фазовой толщины живых клеток проводили 
с  помощью лазерного модуляционного ин-
терференционного микроскопа MIM-340 (АО 
«ПО «УОМЗ», Россия). Для оценки полученных 

данных использовали алгоритм мультифрак-
тального анализа флуктуаций с  исключенным 
трендом (MF-DFA). Результаты. При сравне-
нии спектров скейлинговых экспонент и  со-
ответствующих им спектров сингулярностей 
флуктуаций минимального и  максимального 
диаметров фазовых изображений эпителиаль-
ных клеток почки культуры HEK 293 и  клеток 
аденокарциномы молочной железы культуры 
MCF-7 установлено, что динамика раковых 
клеток обладает ярко выраженными свой-
ствами моно фрактала: линейная зависимость 
скейлинговых экспонент  τ от действительного 
параметра q и «точечный» спектр сингулярно-
стей (ширина спектра не превышает значения 
0,1). Динамика нормальных клеток демонстри-
рует мульти фрактальные свойства: нелиней-
ная зависимость τ(q) и  колоколообразный 
спектр сингулярностей (ширина спектра боль-
ше значения  0,1). Заключение. Предложен 
новый подход к  оценке поврежденности 
субклеточных структур в  процессе онкогене-
за на основе анализа динамики флуктуаций 
фазовой толщины живых клеток в  реальном 
времени. Объективными критериями злокаче-
ственного перерождения являются признаки 

монофрактальности. Полученные результа-
ты в  дальнейшем могут оказаться перспек-
тивными в  качестве ранних диагностических 
маркеров злокачественной трансформации 
(повреждения) клеток и  определения чув-
ствительности/устойчивости клеток опухоли 
конкретного пациента к  противоопухолевым 
препаратам.

Ключевые слова: лазерная интерференци-
онная микроскопия, клетки аденокарциномы 
молочной железы MCF-7, эпителиальные клетки 
почки человека HEK 293, пространственно-вре-
менные инварианты, поврежденность раковых 
клеток
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О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Важным аспектом трансляционных ис-
следований в  онкологии признан поиск 
молекулярно-биологических маркеров 
злокачественных новообразований для 

оптимизации процесса профилактики, диагно-
стики, лечения и прогнозирования исходов забо-
левания. Решение проблемы лежит в реализации 
междисциплинарного подхода, позволяющего 
эффективно трансформировать фундаменталь-
ные исследования в  практические технологии 
клинической медицины. Новые возможности 
для проведения ранней персонализированной 
онкодиагностики открывает использование ин-
новационных технических решений сверхразре-
шающей визуализации и количественной оценки 

особенностей механобиологического состояния 
клеточных структур в  условиях физиологиче-
ской нормы и/или патологического повреждения 
(англ. cell damage, tissue damage). 

К таким перспективным технологиям можно 
отнести модуляционную интерференционную 
микроскопию. С  ее помощью можно в  режиме 
реального времени получать изображение жи-
вых функционирующих клеток с  нанометро-
вым разрешением, а  также проводить оценку 
пространственно-временной динамики флук-
туаций «фазовых толщин» их субклеточных 
структур [1–4].

Цель настоящей работы – поиск новых марке-
ров злокачественной трансформации клеток на 
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основе многомасштабного пространственно-вре-
менного анализа данных лазерной интерфероме-
трии in situ регистрации динамики субклеточных 
структур.

Материал и методы
Материалом для исследования служили клеточ-
ные линии аденокарциномы молочной железы 
MCF-7 и  эпителиальных клеток почки человека 
HEK 293, предоставленные ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онко-
логии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России 
(Москва).

Клетки культивировали в  25 мл флаконах 
с модифицированной по способу Дулбекко средой 
Игла (DMEM), 10% фетальной бычьей сыворот-
кой, 2 миллимоль L-глутамином и 1% гентамици-
ном при температуре 37 °C в увлажненной атмос-
фере с 5% содержанием CO2. Жизнеспособность 
клеток оценивали микроскопическим методом 
с трипановым синим (Serva, США).

Для проведения измерений клетки MCF-7 
и HEK 293 в концентрации 105 кл/мл высеивали 
в чашки Петри на покровные стекла и выдержи-
вали 24 часа для их закрепления. Затем покров-
ные стекла прижимали к  кремниевой подложке 
с отражающей поверхностью и заранее нанесен-
ной силиконовой смазкой Molykote 111 с  целью 
получения плоской миникамеры. Всего было ис-
следовано 15 клеток культуры MCF-7 и 18 клеток 
культуры HEK 293.

Измерения фазовой толщины живых клеток 
проводили на базе лаборатории биологически 
активных соединений Института технической 
химии УрО РАН с  помощью лазерного моду-
ляционного интерференционного микроскопа 
MIM-340 (АО «ПО «УОМЗ», Россия). В  качестве 
источника когерентного излучения использова-
ли полупроводниковый лазер с  длиной волны 
655 нм. Фазовые изображения (топограммы) ис-
следуемых цитообъектов были получены с  по-
мощью объектива с  20-кратным увеличением. 
Вертикальное и поперечное разрешение состави-
ло 0,3 и 100 нм соответственно. Локальные фазо-
вые сдвиги определяли трехшаговым методом [5]. 
После измерений выполняли предварительную 
обработку топограмм: удаляли линейный на-
клон, обусловленный температурным дрейфом, 
и  фоновый шум. Частота записи изображений 
составляла 3 Гц.

Для исследования динамических данных 
в  топограммах живых клеток, полученных ме-
тодом модуляционной интерференционной ми-
кроскопии, выделяли диаметры (минимальный 

и максимальный) и использовали алгоритм муль-
тифрактального анализа флуктуаций с  исклю-
ченным трендом (MF-DFA) [6–8].

На первом шаге алгоритма вычисляли куму-
лятивную сумму от исходной функции x(t): 

 ,  (1)

где u(j) – кумулятивная сумма флуктуаций мак-
симального (diametermax) или минимального 
(diametermin) диаметров клеток, j  – количество 
клеток, x(i)  – среднее значение флуктуаций диа-
метров отдельной клетки (i),  − среднее значение 
флуктуаций диаметров проанализированных 
клеток.

Далее массив значений u(j) разбивали на 
Ns = N/s интервалов длиной s  каждый, которые 
обозначали как uv(k) = u(l + k), где 1 ≤ k ≤ s, l = (v - 1)s, 
1 ≤ v ≤ Ns. Для всех интервалов вычисляли локаль-
ный наклон (линейный тренд yv(k) = ak + b) и опре-
деляли среднеквадратичные отклонения (F2(v, s)):

 

 ,  (2)

которые, в свою очередь, усредняли по всем ин-
тервалам:

 . (3)

Для определения мультифрактального спек-
тра строили флуктуационные функции для раз-
личных значений q:

  (4)

В выражении (4) q является степенью, отра-
жающей влияние вклада крупномасштабных 
(при q > 0) и мелкомасштабных флуктуаций (при 
q < 0). По полученным флуктуационным функци-
ям Fq(s), где s играет роль масштаба, в диапазоне 
масштабов smin≤ s ≤ smax, на котором справедлива 
степенная зависимость , строили обоб-
щенные показатели Гельдера h(q). И  по ним вы-
числяли спектр скейлинговых экспонент τ(q):

 . (5)

На заключительном шаге алгоритма с исполь-
зованием преобразования Лежандра определяли 
мультифрактальный спектр f(a):
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  (6)

Если спектр содержит одинаковые значения 
f(a), то это означает, что анализируемый сигнал 
обладает монофрактальными свойствами, в про-
тивном случае – мультифрактальными. Ширина 
спектра |a(q=−∞) − a(q=+∞)| определяет степень 
мультифрактальности, а  характерные значения 
функции спектра сингулярностей f(a) и  ее про-
изводной при различных положительных значе-
ниях q = 0, 1, 2 и т.д. характеризуют фрактальные 
размерности.

Результаты обработки оригинальных данных 
динамики флуктуаций фазовых толщин нор-
мальных и раковых клеток легли в основу дискри-
минации пространственно-временных инвари-
антов при оценке структурно-функциональных 
изменений клеток, ассоциированных с их повре-
жденностью в процессе иммортализации. 

Результаты и обсуждение
На рис. 1 представлены типичные фазовые изо-
бражения эпителиальной клетки почки культуры 
HEK 293 (см. рис. 1А) и клетки аденокарциномы 

молочной железы культуры MCF-7 (см.  рис. 1Б) 
в псевдоцвете в зависимости от фазовой толщи-
ны их субклеточных структур. Четко визуализи-
руются границы живых функционирующих кле-
ток, тонкий слой цитоплазмы, ядра и  ядрышки, 
что позволяет в процессе динамического наблю-
дения с высокой точностью оценивать изменение 
их формы, размеров, плотности и т.д.

Кумулятивные суммы флуктуаций мини-
мального и  максимального диаметров фазовых 
изображений совокупности цитообъектов ана-
лизируемых клеточных линий (см. рис. 1В, Г, Д, Е) 
рассчитывали согласно соотношению (1).

Промежуточные и  итоговый результа-
ты мультифрактального анализа флуктуа-
ций с  исключенным трендом приведены на 
рис. 2. Флуктуационные функции рассчитывали 
по соотношению (4) при q = -2…2. Для опреде-
ления спектра скейлинговых экспонент сначала 
вычисляли показатели Гёльдера, а  затем приме-
няли соотношение (5). Применив преобразование 
Лежандра (6), находили спектры сингулярностей 
анализируемых данных.

Сравнивая полученные спектры скейлинго-
вых экспонент и  соответствующие им спектры 
сингулярностей флуктуаций минимального 
и  максимального диаметров фазовых изображе-
ний эпителиальных клеток почки культуры HEK 
293 и  клеток аденокарциномы молочной железы 
культуры MCF-7, можно сделать вывод, что ди-
намика раковых клеток обладает ярко выражен-
ными свойствами монофрактала, в то время как 
динамика нормальной клетки демонстрирует 
мультифрактальные свойства. Монофракталу со-
ответствуют линейная зависимость скейлинговых 
экспонент от действительного параметра q и «то-
чечный» спектр сингулярностей (ширина спектра 
не превышает значения 0,1). Мультифракталу, на-
против, соответствуют нелинейная зависимость 
τ(q) и  колоколообразный спектр сингулярностей 
(ширина спектра больше значения 0,1).

Достоверность результатов обработки и  вы-
водов об объективности критериев злокаче-
ственного перерождения подтверждается дан-
ными о  ширине спектров, характеризующих 
мульти- и  монофрактальную динамику флук-
туаций минимального и  максимального диа-
метров фазовых изображений для здоровых 
и раковых клеток. При этом стоит отметить, что 
при сравнении нормальных и  раковых клеток 
линий MCF-7 и  HEK 293 их физиологическая 
принадлежность не является определяющей, 
так как критерий злокачественного перерожде-
ния оценивается на основе анализа динамики 

Рис. 1. Типичные 
фазовые изображения 
эпителиальной клетки 
почки культуры HEK 
293 (А) и клетки 
аденокарциномы 
молочной железы 
культуры MCF-7 (Б). 
Темно-красный цвет 
соответствует ядрышку 
или ядрышкам 
клеток, красный 
цвет – ядру, желтый – 
цитоплазме. Динамика 
кумулятивных 
сумм флуктуаций 
минимального 
диаметра (В, Г) 
и максимального 
диаметра (Д, Е) 
фазовых изображений 
клеток HEK 293 и MCF-
7. По оси ординат – 
кумулятивные суммы 
флуктуаций диаметров 
(мкм); по оси абсцисс – 
время регистрации 
динамики фазовых 
показателей, с

А

В

Д

Б

Г

Е
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клеток в  относительных показателях, а  имен-
но степень зависимости спектра скейлинговых 
экспонент и  ширина спектра сингулярностей. 
Универсальные закономерности критичности 
обсуждаются в работах [6, 9].

Положительный опыт использования в онко-
диагностике результатов исследования живых 
клеток методом динамической когерентной фа-
зовой микроскопии ранее уже был получен груп-
пой российский онкологов [10]. Анализ галереи 
фазовых изображений опухолевых и  фоновых 
клеток позволил обнаружить наиболее характер-
ные признаки их злокачественной трансформа-
ции: были выявлены различия в количественных 
морфометрических параметрах и спектрах флук-
туации фазовой толщины. Так, для нормальных 
клеток молочной железы наиболее характерными 
оказались интенсивные спектральные компонен-
ты в диапазоне 0,2–6 Гц, для клеток рака молоч-
ной железы – 8–17,3 Гц.

Представленная оценка степени поврежден-
ности клеток по данным пространственно-вре-
менной динамики флуктуаций основана на впер-
вые установленных авторами закономерностях 
критичности при развитии поврежденности 

в  конденсированных средах  – структурно-скей-
линговые переходы в ансамблях дефектов [11].

Параметры порядка, ассоциированные с дефек-
тами, характеризуют коллективные моды «откры-
тых комплексов», представляющих собой области 
консолидированных разрывов водородных связей 
в биомолекулярных цепях, взаимодействие которых 
характеризует «нормальную» и  критическую ди-
намику клеток, ассоциированную с  поврежденно-
стью. Эволюция «открытых комплексов» определя-
ется тремя установленными типами коллективных 
мод (бризеров, автосолитонных волн и диссипатив-
ных структур обострения), с которыми связывают 
динамику биологических молекул (процессы транс-
крипции и  денатурации) и  клеточных структур 
(пластификация, деление) [9]. Способность клетки 
обнаруживать спектр коллективных мод опреде-
ляется ее динамической устойчивостью (мультиф-
рактальностью). Вырождение спектра (признаки 
монофрактальности), соответствующее «подчине-
нию» динамики клетки коллективным модам «обо-
стрения», может рассматриваться как признак 
критической динамики развития поврежденности, 
предшествующий неконтролируемому делению 
клетки в условиях иммортализации.

Рис. 2. 
Мультифрактальный 
анализ данных 
модуляционной 
интерференционной 
микроскопии раковых 
и нераковых клеток 
(линий MCF-7 и HEK 
293): флуктуационные 
функции, спектры 
скейлинговых 
экспонент и спектры 
сингулярностей 
кумулятивной 
суммы флуктуаций 
минимального (А, Б) 
и максимального 
(В, Г) диаметров 
фазовых изображений 
эпителиальных 
клеток почки 
культуры HEK 293 
(синий цвет) и клеток 
аденокарциномы 
молочной железы 
культуры MCF-7 
(красный цвет). По оси 
абсцисс на графиках 
флуктуационных 
функций отложено 
log2(s), по оси 
ординат – log2(Fq(s)). 
По оси абсцисс на 
графиках спектров 
скейлинговых 
экспонент отложено q, 
по оси ординат – τ(q). 
По оси абсцисс на 
графиках спектров 
сингулярностей 
отложено α, по оси 
ординат – f(α)

Флуктуационные функции

Спектры скейлинговых экспонент

Спектры сингулярностей

А Б В Г
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Практическое использование полученных 
данных в клинической практике непосредствен-
но связано с  возможностью применения новых 
объективных количественных критериев оценки 
функционального состояния нормальных или 
злокачественно трансформированных клеток 
в  условиях in situ для ранней онкодиагностики. 
Метод не требует сложной предподготовки пре-
паратов, фиксирования или окрашивания, допол-
нительных реактивов и  оборудования, длитель-
ного времени для выполнения анализа фазовых 
флуктуаций. Показатели моно- или мультифрак-
тальности исследуемых цитообъектов являются 
универсальными и характеризуют общие законо-
мерности «поврежденности» клеток. Вместе с тем 
такой подход к оценке цитологического материа-
ла, полученного от конкретных пациентов, в бли-
жайшей перспективе предполагает уникальную 
возможность определения индивидуальной чув-
ствительности/устойчивости клеток опухоли 
к таргетным препаратам до назначения соответ-
ствующей терапии. Это будет способствовать вы-
бору оптимальной тактики лечения, снижению 
случаев опухолевой прогрессии, риска развития 

рецидивов и  метастазирования при его низкой 
эффективности. 

Заключение
Предложен новый оригинальный подход к  оценке 
структурно-функциональных изменений отдельных 
цитообъектов, ассоциированных с их поврежденно-
стью в процессе онкогенеза, на основе данных про-
странственно-временной динамики флуктуаций фа-
зовых толщин нормальных и раковых клеток.

Объективными критериями злокачественного 
перерождения являются признаки монофракталь-
ности: линейная зависимость скейлинговых экспо-
нент и  «точечный» спектр сингулярностей куму-
лятивной суммы флуктуаций диаметров фазовых 
изображений анализируемых клеток.

Полученные нами результаты в дальнейшем мо-
гут оказаться перспективными не только в качестве 
ранних диагностических маркеров злокачественной 
трансформации (повреждения) клеток, но и  при 
реализации персонального подхода к  лечению он-
кологических больных в плане оценки чувствитель-
ности/устойчивости клеток опухоли конкретного 
пациента к таргетным препаратам. 
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Background: Modulation interference microsco-
py is one of the promising technologies for early 
personalized cancer diagnostics, while it gives 
the possibility to obtain real-time images of living 
functioning cells at a nanometer resolution, as well 
as to assess spatio-temporal changes of their intra-
cellular structures. Aim: To identify the markers of 
malignant transformation of cells based on a mul-
tiple scale spatio-temporal of the data obtained 
by lase interferometry during in situ registration 
of changes in intracellular structures. Materials 
and methods: The study was performed with 
the breast adenocarcinoma MCF-7 cell line and 
human kidney epithelial cells HEK 293 provided 
by the N.N. Blokhin National Medical Research 
Centre of Oncology (Moscow, Russia). Changes in 
fluctuation of the living cell phase thickness were 
measured with a  laser modulation interference 
microscope MIM-340 (PA UOMZ, Russia). The mul-
tifractal detrended fluctuation analysis (MF-DFA) 
was used to assess the results obtained. Results: 
By comparison of the scaling exponential spectra 
and corresponding spectra of the singular fluc-
tuations in the minimal and maximal diameters 
of the phase pictures of HEK 293 cells and MCF-7 
cells, it was shown that the cancer cell dynamics 
has definite monofractal properties: a  linear de-
pendency of the scaling exponents τ from the 

actual q parameter and “dotted” singularity spec-
trum (the spectral width does not exceed 0.1). The 
dynamics of healthy cell demonstrated multifrac-
tal properties, such as a  non-linear dependency 
τ(q) and a  bell shaped singularity spectrum (the 
spectral width over 0.1). Conclusion: We have pro-
posed a  new approach to assess the intracellular 
structural damage during oncogenesis. The signs 
of monofractality are objective criteria of maligni-
zation. The results obtained seems promising as 
early diagnostic markers of cancer transformation 
(damage) of cells and determination of tumor cell 
sensitivity / resistance to anti-tumor agents in an 
individual patient.

Key words: laser interference microscopy, MCF-7 
breast adenocarcinoma cells, human kidney ep-
ithelial cells HEK 293, spatio-temporal invariants, 
cancer cell damage
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Диалог с клеткой: диагностическая real-time 
технология на основе лазерной интерферометрии
Василенко И.А.1, 2 • Метелин В.Б.1, 2 • Игнатьев П.С.3 • Кардашова З.З.2 • Лифенко Р.А.4

В статье дан обзор современных методов ин-
терференционной микроскопии живых функ-
ционирующих клеток, позволяющих на макро-
молекулярном уровне исследовать динамику 
субклеточных микроструктур в  режиме реаль-
ного времени с  формированием двумерных 
и  трехмерных реконструкций изображения 
и  проведением многопараметрового анали-
за данных. Показана возможность получения 
новой диагностической информации в  рамках 
научной методологии так называемого интерак-
тивного диалога с  клеткой с  целью выявления 
изменений морфофункционального состояния 
живых клеток при регистрации их отклика на из-
менение внешних условий в реальном времени. 
Описаны физические основы лазерной интерфе-
рометрии, проблемы и  особенности интерпре-
тации фазовых изображений клеток. В качестве 
иллюстрации практического использования 
технологии в  условиях клиники представлены 
собственные результаты исследования морфо-
функционального состояния тромбоцитов пери-
ферической крови у пациентов со злокачествен-
ными опухолями ротовой полости и  разными 
стадиями опухолевого процесса. Анализ цирку-
лирующей популяции тромбоцитов с использо-
ванием технологии лазерной интерферометрии 
реального времени позволил выявить наличие 
компенсированной активации тромбоцитарно-
го звена гемостаза у  обследованных больных, 

зависимость между тяжестью онкологического 
заболевания и изменением размерных параме-
тров клеток (увеличение средних значений диа-
метра и площади циркулирующих тромбоцитов 
на 23,4, 26,8 и 30,3%, и на 30,2, 32,5 и 38,1% у паци-
ентов со II, III и IV стадиями злокачественных опу-
холей ротовой полости соответственно; p < 0,05 
для всех сравнений). Отмечено, что условием 
масштабирования новых диагностических тех-
нологий служит проведение критической оцен-
ки эффективности их практической реализации, 
выявление преимуществ, недостатков и  разли-
чий между существующими и  предлагаемыми 
диагностическими платформами. 

Ключевые слова: трансляционная медицина, 
диагностика, лазерная интерференционная ми-
кроскопия, тромбоциты, морфофункциональ-
ное состояние, онкология 
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Трансляционная медицина представляет 
собой новый этап развития медицин-
ской науки, в  основе которого лежит 
междисциплинарная методология эф-

фективного переноса (трансляции) результатов 
фундаментальных и  прикладных исследований 
в  сферу их практического применения. Одним 
из приоритетных направлений трансляционной 

медицины считается разработка, совершенство-
вание, внедрение и  масштабирование иннова-
ционных диагностических технологий [1, 2]. При 
этом основные усилия специалистов направле-
ны на создание высокотехнологичных методов, 
реализующих возможность визуализации, ре-
гистрации, мониторинга и  многопараметрово-
го анализа полученных данных с  привлечением 
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современных математических алгоритмов вос-
становления и  обработки медицинских изобра-
жений. Важную роль в  этом процессе играют 
диагностические оптические системы и аппарат-
но-программные комплексы на основе интерфе-
ренционной микроскопии и  цифровой гологра-
фии, которые по сравнению с  традиционными 
методами обладают ценными преимуществами 
(неинвазивность, быстродействие, сверхразреше-
ние и др.), существенно расширяющими арсенал 
их применения в медико-биологических исследо-
ваниях [3–5].

Впервые возможности интерференцион-
ной микроскопии, основанной на принципах 
интерференции прямого и  дифрагированного 
света в  плоскости изображения, были проде-
монстрированы Эрнстом Аббе более 100  лет на-
зад. Середина  XX  в. ознаменовалась созданием 
и  использованием различных форм интерфе-
ренционной микроскопии для качественной ви-
зуализации клеток на основе оптических схем 
Линника, Миро и Маха – Цандера. Однако из-за 
ряда технических проблем и активного развития 
новых методов электронной и  флуоресцентной 
микроскопии применение интерференционной 
микроскопии оказалось незаслуженно ограни-
ченным. Повторный всплеск интереса к данному 
методу приходится на начало 2000-х гг. и связан 
с  совершенствованием элементной базы, разви-
тием компьютерных технологий анализа и обра-
ботки данных [6–8].

Современные когерентные интерферометры 
реализуют переход от описательной к  количе-
ственной морфологии живых функциониру-
ющих клеток на макромолекулярном уровне, 
позволяют исследователю в  реальном времени 
отслеживать изменения субклеточных микро-
структур в широком диапазоне внешних воздей-
ствий с  формированием двумерных и  трехмер-
ных реконструкций изображения и проведением 
многопараметрового анализа полученных дан-
ных [9–11]. А возможность представления резуль-
татов в количественной форме (квантификация), 
наглядность, высокая разрешающая способность, 
чувствительность и точность делают данный тип 
микроскопии универсальным инструментом для 
фундаментальных и  прикладных биомедицин-
ских исследований.

В одной из основополагающих работ, посвя-
щенных динамической лазерной интерфероме-
трии в  рамках исследовательской концепции 
«сигнал  – структура  – функция», была впервые 
сформулирована методология так называемо-
го интерактивного диалога с  клеткой [12]. Цель 

«диалога»  – выявление и  максимальная объек-
тивизация бесконечно малых изменений мор-
фофункционального состояния живых клеток 
и тканей при исследовании пространственно-вре-
менной динамики субклеточных структур путем 
регистрации в  реальном времени их отклика на 
изменение внешних условий. В  результате при-
менения инновационного подхода на междисци-
плинарной платформе взаимодействия физиков, 
математиков, биологов и  медиков получены но-
вые фундаментальные данные по установлению 
причинно-следственных связей между внутри-
клеточными процессами в  детерминирован-
ных клеточных структурах с учетом тончайших 
изменений морфологической, метаболической 
и  функциональной компонент их функциони-
рования в условиях адаптационной нормы, диз-
адаптации и  патологии [13–16]. Эти разработки 
убедительно продемонстрировали, что интерфе-
ренционная микроскопия представляет собой 
перспективный метод клеточной диагностики на 
уровне наноразмерных внутриклеточных струк-
тур с сохранением их нативных свойств, который 
может быть востребован при решении широкого 
круга биомедицинских проблем, связанных с оп-
тимизацией диагностики и  лечения. Наиболее 
значимые результаты фундаментальных научных 
исследований в  области клеточной биофизики 
и физиологии, молекулярной биологии и биохи-
мии, полученные с использованием автоматиче-
ских интерференционных микроскопов нового 
поколения и являющиеся следствием продуктив-
ного сотрудничества между биологами, врачами, 
физиками, инженерами, разработчиками про-
граммного обеспечения и  математиками, по-
служили основой для создания инновационной 
биомедицинской диагностической технологии, 
постепенно внедряемой в  клиническую практи-
ку и систему здравоохранения. В настоящее вре-
мя технология лазерной интерферометрии (или 
компьютерный фазовый имиджинг (QPI)) уже 
нашла успешное применение в  различных обла-
стях клинической медицины: онкологии, дерма-
тологии, иммунологии, урологии, неврологии, 
акушерстве и гинекологии и т.д. [17–21]. В перечне 
перспективных направлений фундаментального 
характера  – неинвазивные исследования мето-
дами сверхвысокого разрешения пространствен-
но-временной динамики отдельных молекул, 
органелл и клеток, выявление взаимосвязи про-
цессов экспрессии генов, транскрипции, синтеза 
и  транспорта белков, их пространственно-вре-
менные характеристики, интерактивная генная 
инженерия и др.
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Физические основы лазерной 
интерферометрии
Основная задача любого вида микроскопии при 
исследовании клеточных объектов  – получение 
изображения, адекватного исследуемому образ-
цу. Морфологические характеристики различных 
клеток достаточно хорошо изучены и  подробно 
описаны с  указанием широкой вариабельности 
их размеров и форм. С точки зрения оптики жи-
вая клетка представляет собой структурирован-
ную, оптически неоднородную анизотропную 
среду, окруженную достаточно плотной оболоч-
кой, с трехмерным распределением вещества пе-
ременной плотности.

Взаимодействие клетки с оптическим излуче-
нием оценивают двумя основными физическими 
величинами  – показателями поглощения и  пре-
ломления, величина которых находится в прямой 
зависимости от плотности внутриклеточного 
вещества. Показатель поглощения света харак-
теризует уменьшение его интенсивности за счет 
взаимодействия с  веществом клетки и  приво-
дит к изменению (модуляции) амплитуды света. 
Преломление вызывает снижение скорости рас-
пространения излучения в  среде относительно 
скорости света в  вакууме и  приводит к  измене-
нию фазы оптического излучения. Значения это-
го показателя существенно изменяются внутри 
клетки в зависимости от наличия субклеточных 
структур (ядро, ядрышки, органеллы, включения 
и др.). Еще одна характеристика, имеющая значе-
ние для формирования фазового изображения 
клетки,  – когерентность, определяющая взаим-
ную согласованность электромагнитных коле-
баний (света) во времени и  разных точках про-
странства [15, 22].

Оптическое излучение, которое используется 
в  интерференционной микроскопии в  качестве 
зондирующего, представляет собой электромаг-
нитное поле в  диапазоне длин волн от 0,4  мкм 
(синий свет) до 0,8 мкм (красный свет). К основ-
ным его характеристикам, изменяющимся при 
прохождении через микрообъект, относятся ам-
плитуда А  (x, y) и  фаза ϕ (x, y), которые описы-
вают пространственно-временное распределение 
поля. До объекта, расположенного в предметной 
плоскости x, y, распределение амплитуды и фазы 
поля считается постоянным (A (x, y) = const, 
ϕ  (x,  y) = const), после объекта происходит мо-
дуляция этих составляющих поля (A (x, y) = var, 
ϕ  (x,  y) = var). Оптическая система микроскопа 
представляет собой устройство с  двумя оптиче-
скими каналами – навигационным (белого света) 
и  измерительным, которые дают возможность 

использования прибора в двух различных режи-
мах: навигационном (поиск образца для исследо-
вания) и измерительном соответственно (рис. 1).

При интерференционной микроскопии ис-
следователь, регистрируя интерференционный 
сигнал, проходящий через цитообъект, получает 
фазовое изображение клетки, которое представ-
ляет собой двумерное распределение фазы или 
оптическую разность хода (ОРХ) интерферирую-
щих лучей. В случае прозрачных объектов, таких 
как нативная клетка, фазовое изображение мо-
жет нести информацию не только о ее простран-
ственных характеристиках, но и  о  распределе-
нии оптической плотности внутри цитообъекта. 

Регистрация фазовой составляющей оп-
тического излучения реализует важное пре-
имущество интерференционной микроско-
пии  – сверхразрешение. Под этим термином 
понимается превышение предела разрешающей 
способности метода, установленного критерием 
Рэлея. Так, разрешающая способность при фазо-
вых измерениях, определяемая дислокациями 
волнового фронта в областях высокого градиен-
та, может варьировать от 10 (в латеральной пло-
скости) до 0,1 нм (по вертикали) [12, 24].

На рис. 2  изображена модель клетки в  виде 
локальной неоднородности. Проходящая через 

Рис. 1. Оптическая схема лазерного интерференционного 
микроскопа на основе интерферометра Линника (адаптирована 
по [23]). 1 – лазер (λ – 650 м), 2 – поворотные зеркала, 
3 – коллиматор, 4 – светодиод подсветки навигационного 
канала, 5 – светоделительный кубик, 6 – микрообъектив,  
7 – исследуемый объект, 8 – фазовый модулятор,  
9 – тубусная линза, 10 – зеркало камеры навигационного 
канала, 11 – проекционная система, 12 – камера лазерного 
измерительного канала, 13 – камера навигационного канала. 
Красными линиями указаны оптические пути навигационного 
и измерительного каналов
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клетку волна когерентного источника испыты-
вает искривление волнового фронта (простран-
ственную модуляцию), которое преобразуется 
в распределение ОРХ или фазовой толщины. Эта 
исходная информация в цифровом виде закоди-
рована в топограмме.

Необходимо отметить еще одно достоинство 
метода интерференционной микроскопии – ко-
личественный характер получаемых данных. 
В  отличие от традиционных методов оптиче-
ской и электронной микроскопии, где изображе-
ние представляет собой распределение яркости 
(интенсивности) излучения в  плоскости фото-
приемника, фазовый портрет характеризуется 
распределением нормированной статистически 
значимой величины – фазовой толщины объек-
та, не зависящей от внешних факторов и настро-
ек прибора.

Однако не следует забывать об особенности 
фазово-интерференционных изображений. Как 
и любые другие функциональные изображения, 
получаемые фазовые портреты живых функци-
онирующих клеток несколько необычны и  не-
привычны для традиционного восприятия. Для 
корректной интерпретации интерферограмм 
необходим некоторый опыт исследователя 
и определенная априорная информация о цито-
объекте.

Особенности интерпретации фазовых 
изображений
Несмотря на уникальную возможность количе-
ственно измерять прозрачные структуры при 

работе с нативными функционирующими клет-
ками, широкое применение интерференцион-
ной микроскопии в  медицинских и  биологи-
ческих исследованиях несколько ограниченно 
из-за несовершенства алгоритмов извлечения 
количественной информации о цитообъекте по 
его фазовому изображению.

Для характеристики клеток традиционно 
используют комплекс оптико-геометрических 
параметров, генерирующих ее фазовый портрет: 
фазовые диаметр, периметр, толщина (высота), 
объем, фазовая площадь поверхности; отноше-
ние фазовой площади к  объему и  сухой массе; 
отношение проекции площади к  объему; фазо-
вые статистические параметры (дисперсия фазы 
и  фазовый эксцесс); эксцентриситет (степень 
отклонения от окружности). Кроме того, значе-
ния оптической толщины, полученные методом 
интерференционной микроскопии, дают воз-
можность рассчитать концентрацию вещества, 
причем не только всей клетки, но и  отдельных 
органелл, а также реальную физическую толщи-
ну анализируемого объекта [25].

Почти всегда требуется несколько этапов 
для преобразования исходных данных в  необ-
ходимый исследователю формат. Пакет ориги-
нальных программ интерференционной ми-
кроскопии позволяет получать топограммы, 
3D-фазовые изображения объектов и  их фраг-
ментов, проводить редактирование файлов, 
инверсию, вычитание кадров, картирование 
флуктуаций и другие операции. Некоторые ла-
боратории для обработки, просмотра и анализа 
полученных результатов используют комбина-
цию коммерческих, открытых и  пользователь-
ских программных продуктов.

В перспективе необходимы определенные 
организационные усилия для обеспечения 
стандартизации процедур обработки и анализа 
интерферограмм, полученных в  отдельных ла-
бораториях, создания унифицированных ана-
литических инструментов доступа к  данным 
различных форматов и обеспечения их функци-
ональной совместимости. Например, уже сейчас 
активно используются стандартные биоформа-
ты для открытия, просмотра, поиска, аннотиро-
вания и загрузки файлов фазовых изображений 
в  хранилищах данных микроскопии, представ-
ленных мировым научным сообществом [26, 27]. 
Благодаря этому становится возможным прове-
дение совместной работы в  научных междуна-
родных проектах на основе исследовательских 
технологий и стабильных инструментов анализа 
полученных данных. 

Рис. 2. Фазовое изображение модели клетки в псевдоцвете, 
демонстрирующее возможности сверхразрешения когерентной 
фазовой микроскопии в нанометровом диапазоне.  
А – топограмма (фазовое изображение микрообъекта 
в плоскости сканирования); Б – 3D-реконструкция; В – профиль 
фазовой толщины клетки вдоль выбранной линии сечения;  
h – фазовая толщина

А
Б

В
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Неинвазивная диагностика 
нарушений тромбоцитарного 
гемостаза у онкологических больных 
с использованием технологии лазерной 
интерферометрии
В качестве иллюстрации практического исполь-
зования технологии лазерной интерферометрии 
в  условиях клиники приводим результаты ис-
следования морфофункционального состояния 
тромбоцитов периферической крови у онкологи-
ческих больных.

К настоящему времени уже накоплено доста-
точное количество убедительных данных о  том, 
что свертывающая система крови оказывает су-
щественное влияние на рост опухолей, скорость 
формирования их стромы и диссеминацию опу-
холевых клеток [28]. В  этой связи исследование 
способности тромбоцитов к активации, выявле-
ние их структурных и функциональных наруше-
ний представляется актуальным для адекватной 
оценки тяжести состояния пациента. Понимание 
механизмов, лежащих в  основе этих изменений, 
расширяет возможности профилактики и  кор-
рекции нарушений в системе гемостаза, которые 
не только отягощают течение онкологического 
заболевания, но и нередко определяют его исход.

Материал и методы
Нами однократно обследованы 30  пациентов со 
злокачественными опухолями ротовой полости 
(ЗОРП) (средний возраст 60,1 ± 11,9  года), прохо-
дивших лечение в  отделении радиологии ГБУЗ 
МО МОНИКИ им.  М.Ф.  Владимирского в  тече-
ние 2015–2017  гг. Формирование клинических 

групп по стадиям опухолевого процесса прово-
дили согласно международной классификации 
«TNM, Классификация злокачественных опухо-
лей» (шестое издание, перевод и редакция проф. 
Н.Н. Блинова, 2003). У  11  пациентов диагности-
ровали II  стадию онкологического заболевания, 
у 12 – III стадию, у 7 – IV стадию. Контрольную 
группу составили 30  практически здоровых че-
ловек (средний возраст 52,3 ± 9,7 года). Протокол 
исследования был одобрен локальным эти-
ческим комитетом при ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского (заседание № 3 от 19 мар-
та 2015 г.).

Для приготовления плазмы, обогащенной 
тромбоцитами, цельную кровь центрифугирова-
ли при 1000  об/мин в  течение 5  минут. Взвесью 
клеток заполняли камеру Горяева, рабочая по-
верхность которой имеет зеркальное напыление. 
После 3–5-минутного интервала, необходимого 
для оседания клеток, проводили сканирование 
изучаемых цитообъектов. Оптимальный объем 
выборки составлял 50–100 клеток. Время измере-
ния одного интерференционного поля размером 
20 × 20  мкм (m = n = 128  пикселов), соответству-
ющего изображению одной клетки,  – 14  секунд. 
Результат обратного преобразования цифрового 
массива в  видимое изображение и  восстановле-
ние фазового портрета объекта отображались 
на мониторе компьютера. Результаты расчетов 
выводили на дисплей в виде таблицы параметров 
каждого объекта и серии графиков.

Статистический анализ проводили с помощью 
алгоритмов среды MatLab и  прикладных про-
грамм SPSS Statistics 21.0. Стандартная обработка 

Состояние тромбоцитарного гемостаза у здоровых добровольцев и пациентов со злокачественными новообразованиями ротовой 
полости (М ± σ)

Показатель Здоровые 
добровольцы

Больные со злокачественными опухолями ротовой полости

II стадия III стадия IV стадия

Тромбоциты, 109/л 268,5 ± 27,3 246,3 ± 31,8 284,3 ± 33,5 329,5 ± 37,4

Функциональные типы, %
I
II
III
IV

62,9 ± 4,9
21,2 ± 2,3
11,9 ± 1,2
4 ± 0,3

21,7 ± 1,9*

48,8 ± 3,1*

25,8 ± 2,2*

3,7 ± 0,4

32,7 ± 3,1*

39,9 ± 2,5*

25,1 ± 1,7*

2,3 ± 0,1

28,4 ± 2,2*

44,5 ± 3,5*

25,6 ± 1,9*

1,5 ± 0,1*

Морфометрические параметры
D, мкм
P, мкм
H, мкм
A, мкм2

V, мкм3

2,61 ± 0,82
8,25 ± 3,41
1,23 ± 0,51
4,67 ± 2,12
1,81 ± 1,33

3,22 ± 0,74*

9,7 ± 2,81
1,25 ± 0,41
6,08 ± 6,29*

2,96 ± 4,62*

3,31 ± 0,84*

10,01 ± 3,25*

1,29 ± 0,35
6,19 ± 3,36*

3,1 ± 1,92*

3,4 ± 0,79*

10,28 ± 2,63*

1,28 ± 0,52
6,45 ± 3,01*

3,03 ± 1,83*

D – диаметр, P – периметр, H – высота, A – площадь, V – объем
* p < 0,05 по сравнению с показателями контроля (здоровые добровольцы)
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выборок включала подсчет значений средних 
арифметических величин, а также величины дис-
персии и  стандартного отклонения. Сравнение 
показателей по количественным признакам осу-
ществляли непараметрическим методом с  ис-
пользованием U-критерия Манна  – Уитни. При 
сравнении двух групп с нормальным характером 
распределения данных использовали t-тест для 
независимых группировок при условии совпаде-
ния дисперсий. Для всех видов анализа статисти-
чески значимыми считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Полученная нами ранее библиотека фазово-ин-
терференционных образов клеток и данные совре-
менной литературы позволили выделить и иден-
тифицировать 4 основных морфологических типа 

живых тромбоцитов, характеризующих ту или 
иную степень их активации (рис. 3). Основой для 
дискриминации структурно измененных клеток 
служили различные варианты их формы, харак-
тера рельефа поверхности, наличие псевдоподий, 
их количество и величина [15, 29, 30].

Мы не обнаружили статистически значимых 
различий в  количественных показателях тром-
боцитов между группами пациентов. Можно го-
ворить только о  тенденции к  увеличению числа 
тромбоцитов у  больных с  ЗОРП III и  IV стадии 
(таблица).

При анализе морфологической структуры 
циркулирующей популяции установлено, что 
в  норме 63%  тромбоцитов представлены клет-
ками «покоя», 21%  – тромбоцитами с  низким 
уровнем активации (II тип). Количество высоко 

Рис. 3. Морфологические типы живых тромбоцитов периферической крови, идентифицированные методом лазерной интерферометрии. А – схема активации 
тромбоцитов; Б – топограммы живых тромбоцитов в псевдоцвете; В – 3D-реконструкция фазово-интерференционного портрета тромбоцитов. I тип – тромбоцит 
«покоя», II тип – тромбоцит с низким уровнем активности, III тип – высоко активированный тромбоцит, IV тип – дегенеративно измененный тромбоцит. Справа 
у рисунков Б и В представлена шкала соответствия цветового градиента фазовой высоте цитообъекта

А

Б

В

I тип II тип III тип IV тип
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активированных клеток с  длинными отростка-
ми-«антеннами» составляет 12% (III тип), а деге-
неративно измененных (IV тип) – всего 4%. 

У обследованных больных со злокачествен-
ными опухолями ротовой полости во всех груп-
пах сравнения зарегистрировано резкое сниже-
ние форм покоя (дискоцитов) в циркулирующей 
популяции тромбоцитов: 21,7, 32,7 и  28,4% при 
II, III и  IV  стадиях заболевания соответствен-
но (p < 0,05 для всех сравнений). Практически 
в 2 раза возрастает число активированных тром-
боцитов: клетки с  низким уровнем активно-
сти  – 48,8, 39,9 и  28,4% соответственно (p < 0,05 
для всех сравнений); высоко активированные 
тромбоциты  – 25,8, 25,1 и  25,6% соответственно 
(p < 0,05 для всех сравнений). При этом, однако, не 
прослеживается зависимости данных изменений 
с тяжестью заболевания. В то же время процент 
дегенеративных форм с  увеличением стадии па-
тологического процесса статистически значимо 
снижается при ЗОРП IV степени до 1,5% (p < 0,05). 
Следовательно, функциональное состояние 
тромбоцитарного звена гемостаза у  обследован-
ных пациентов можно характеризовать как ком-
пенсированную активацию.

При сравнении морфометрических параме-
тров тромбоцитов группы контроля и  больных 
ЗОРП было установлено, что средние в циркули-
рующей популяции размерные показатели клеток 
статистически значимо превышали норматив-
ные значения. Обращало внимание увеличение 
средних значений диаметра циркулирующих 
тромбоцитов на 23,4, 26,8 и  30,3% (p < 0,05 для 
всех сравнений) и площади – на 30,2, 32,5 и 38,1% 
(p < 0,05 для всех сравнений) у пациентов со II, III 
и IV стадиями ЗОРП соответственно.

Анализируя морфометрические параметры 
тромбоцитов, важно отметить, что по величине 
диаметра, периметра и площади можно не толь-
ко судить о  возрастном составе клеточной по-
пуляции (молодые клетки обладают большими 
размерными показателями по сравнению со зре-
лыми и  старыми тромбоцитами), но и  косвенно 
оценить их активационный статус (распластыва-
ние, сферолизацию, появление отростков). Кроме 
того, величина фазовой высоты и объема позво-
ляет охарактеризовать полноценность грануляр-
ного аппарата: реакция выброса активированно-
го тромбоцита отражается на снижении фазовой 
высоты клетки.

Выполнение тромбоцитами своей важнейшей 
роли – поддержания физиологического гемоста-
за – осуществляется благодаря характерным для 
них 4  функциям: адгезии, агрегации, реакции 

освобождения и  ретракции. Активация тром-
боцитов приводит к  изменению их формы из 
дисков, покоящихся клеток в  циркулирующей 
крови, в  сферы  – активированные клетки с  по-
вышенной способностью к  адгезии, агрегации 
и секреции биологически активных соединений, 
непосредственно участвующих или влияющих 
на гемостаз. Активируясь, тромбоциты быстро 
адгезируют, агрегируют и  формируют тромбо-
цитарный тромб, а  также способствуют запуску 
каскада свертывания [31].

Полученные нами результаты продемонстри-
ровали определенную зависимость между тяже-
стью онкологического заболевания и изменением 
морфофункционального статуса тромбоцитов 
периферической крови: увеличением размерных 
параметров, повышением активационного ста-
туса.

Данные современной литературы позволя-
ют говорить об активации системы гемостаза 
с угрозой хронического синдрома диссеминиро-
ванного внутрисосудистого свертывания крови 
у онкологических больных [32]. При этом состо-
яние гиперкоагуляции может быть обусловлено 
как развитием самой опухоли, так и повышением 
уровня тканевого фактора (TF), раковых прокоа-
гулянтов, активирующих факторы VII и X, и дис-
балансом в системе цитокинов. Кроме того, нема-
ловажным усугубляющим фактором выступает 
локальный стаз, который может быть связан с не-
сколькими причинами: длительной иммобилиза-
цией пациентов вследствие распространенности 
и тяжести неопластического процесса, непосред-
ственного прорастания опухоли в  сосудистую 
стенку или проведения оперативного вмешатель-
ства [32, 33].

Очевидно, что патогенетические механизмы, 
обусловливающие развитие тромботических ос-
ложнений, основаны на взаимодействии опухоли, 
больного и системы гемостаза. При этом уровень 
активации тромбоцитарного компонента соот-
ветствует тяжести онкологического заболевания. 
Для профилактики и своевременной диагности-
ки тромботических осложнений у  онкологиче-
ских пациентов необходимо учитывать измене-
ния количества тромбоцитов, морфологические 
особенности и  степень активности тромбоци-
тарного звена гемостаза. Интерференционная 
микроскопия в рамках одного метода предостав-
ляет возможность оперативно оценить инди-
видуальные изменения размерных показателей 
и  уровня функциональной полноценности цир-
кулирующих тромбоцитов, проанализировать 
структуру популяционного состава клеточного 
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кин  ИН. Динамика морфометрических по-
казателей тромбоцитов периферической 
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 18. Лысенко  МА, Метелин  ВБ, Баранова  НВ. 
Опыт применения инновационных клеточ-

звена гемостаза с  достаточной степенью объек-
тивности и  информативности. Использование 
метода в клинике может способствовать улучше-
нию диагностики, оценки тяжести заболевания 
и  своевременному назначению адекватной тера-
пии.

Заключение
Темпы развития технологий визуализации жи-
вых функционирующих клеток в режиме реаль-
ного времени открывают новые возможности для 
проведения фундаментальных научных исследо-
ваний и  повышения эффективности диагности-
ческого процесса в  практическом здравоохра-
нении. В  основе эффективного анализа должны 
быть только количественные параметры для объ-
ективной оценки морфологических, метаболи-
ческих и  функциональных особенностей клеток 
и  различных субклеточных структур, позволя-
ющие отразить динамику процесса во времени. 
При этом важными условиями, отвечающими 
современным требованиям к  диагностическому 
оборудованию, являются широкая универсаль-
ность, обеспечение неинвазивного подхода, вы-
сокая разрешающая способность, точность, чув-
ствительность и информативность.

Интерференционная микроскопия позволя-
ет получать новую информацию о  внутренней 
структуре различных объектов и биологических 
систем без специальной подготовки проб и  ис-
пользования контрастирующих или флуорес-
центных зондов, изучать биологические объек-
ты на уровне наноразмерных внутриклеточных 
структур с  сохранением их нативных свойств, 
что делает возможным поиск новых информатив-
ных биомаркеров для ранней диагностики забо-
леваний и  оценки эффективности проводимого 
лечения.

Вместе с  тем необходимо критично оцени-
вать эффективность практической реализации 
новых технологий, выявлять их преимущества 
и  недостатки, различия между существующими 
и  предлагаемыми диагностическими платфор-
мами. Именно в  этой плоскости лежат задачи 
трансляционной медицины, призванной обеспе-
чить дальнейшее масштабирование научных ис-
следований и  прогрессивных медицинских тех-
нологий, привлечение финансовой поддержки 
от государства и частных инвесторов, пересмотр 
и  разработку правовых и  этических норм для 
ускорения внедрения достижений фундамен-
тальной науки в клиническую практику. 
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The paper presents a review of current techniques 
of the interference microscopy of living 
functioning cells that allow for assessment of the 
real-time changes of subcellular microstructures 
with 2D and 3D reconstructions of the images 
and multifactorial data analysis. It has been 
shown that new diagnostic information can be 
obtained within the research methodology of 
the so-called interactive dialogue with the cell to 
identify changes in the morphofunctional state 
of living cells through registration of their real-
time response to environmental fluctuations. We 
describe physical basis of laser interferometry, 
problems and specifics of interpretation of cell 
phase pictures. As an illustration to the practical 
use of the technique in the clinic we present the 
results of studies on morphofunctional state of 
peripheral blood platelets in patients with oral 
malignancies (OM) and various stages of the 
tumor. Analysis of circulating platelets with a real-
time technique of laser interferometry allowed 
for identification of compensated activation of 
the platelet compartment of hemostasis in these 
patients, as well as an association between the 
severity of cancer and changes of dimensional 

cell parameters (an increase of the mean diameter 
and area of circulating platelets by 23.4, 26.8 and 
30.3%, and by 30.2, 32.5 and 38.1% in the patients 
with OM grades II, III and IV, respectively (p < 0,05 
for all comparisons)). The necessary condition 
for a wider implementation of new diagnostic 
technologies is a critical evaluation of the efficacy 
of their use in routine practice, identification of 
their advantages, disadvantages and differences 
between current and proposed diagnostic 
platforms. 

Key words: translational medicine, diagnostics, 
laser interference microscopy, platelets, 
morphofunctional state, oncology
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Возможности и перспективы применения 
диагностической технологии QPI (количественный 
фазовый имиджинг) в акушерстве и гинекологии

Лифенко Р.А.1 • Попова О.С.2 • Топузов А.Г.3 • Звержховский В.Д.4

Актуальность. Важная роль иммунологических 
факторов в патогенезе эндометриоза позволя-
ет рассматривать их в  качестве диагностиче-
ских и прогностических маркеров заболевания. 
Перспективный подход в диагностике иммуно-
логических нарушений  – неинвазивная кле-
точная диагностическая технология количе-
ственного фазового имиджинга (quantitative 
phase imaging  – QPI), в  основе которой лежат 
принципы лазерной интерферометрии и голо-
графии. Цель  – оценить возможности QPI для 
выявления диагностических критериев уровня 
нарушений в клеточном звене иммунной систе-
мы у  пациенток с  наружным эндометриозом. 
Материал и методы. Проведена количествен-
ная оценка цитотоксического потенциала лим-
фоцитов периферической крови 22  пациенток 
с эндометриоидными кистами яичников (сред-
ний возраст 27,1 ± 3,4  года), 20  больных лейо-
миомой матки (средний возраст 29,3 ± 4,1 года) 
и  20  практически здоровых небеременных 
женщин фертильного возраста (средний воз-
раст 28,7 ± 3,6  года) с  использованием неинва-
зивной технологии количественного фазового 
имиджинга, реализованной на основе модуля 

фазово-интерференционной микроскопии 
отечественного аппаратно-программного 
комплекса «Биони» (ООО «Весттрейд», Россия). 
Результаты. Изучены фазово-интерферен-
ционные портреты нативных лимфоцитов, 
выявлены морфологические и  денситометри-
ческие особенности, характерные для клеток 
с  фенотипом CD4+ и  CD8+. В  популяции цито-
токсических лимфоцитов выделены 2  группы 
клеток, различающихся величинами фазовой 
толщины Hcyt и  площади Scyt примембранной 
области цитоплазмы, содержащей гранулы 
перфорина. Установлено, что в условиях физи-
ологической нормы содержание перфоринпо-
зитивных CD8+ лимфоцитов, реализующих 
цитотоксический (перфориновый) потенциал, 
составляет 37,1 ± 5,15%, у  пациенток с  эндоме-
триозом – 29,8 ± 6,34%, а с лейомиомой матки – 
42,6 ± 5,89%. Обсуждение. Оценка цитотокси-
ческого потенциала лимфоцитов посредством 
количественного определения клеток, содер-
жащих перфориновые гранулы, может служить 
важным диагностическим и  прогностическим 
критерием течения заболевания. Заключение. 
Исследование внутриклеточных структур 

лимфоцитов с  использованием неинвазивной 
и  безреагентной технологии QPI позволяет не 
только детально изучать патогенетические ме-
ханизмы трансформации иммунокомпетентных 
клеток в  условиях развития патологического 
процесса, но и  в перспективе предложить но-
вые подходы к  функциональной диагностике 
состояния иммунной системы на основе полу-
ченных результатов.

Ключевые слова: фазово-интерференционная 
микроскопия, эндометриоидные кисты яични-
ков, лимфоциты, цитотоксический потенциал, 
перфориновые гранулы

Для цитирования: Лифенко РА, Попова ОС, 
Топузов АГ, Звержховский ВД. Возможности и пер-
спективы применения диагностической техноло-
гии QPI (количественный фазовый имиджинг) в аку-
шерстве и  гинекологии. Альманах клинической 
медицины. 2018;46(8):758–64. doi: 10.18786/2072-
0505-2018-46-8-758-764.

Поступила 02.05.2018;  
принята к публикации 26.11.2018

О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Эффективная организация акушер-
ско-гинекологической помощи населе-
нию непосредственным образом зави-
сит не только от уровня квалификации 

специалистов, применения современных про-
грамм скрининга и рациональных схем лечения, 
но и от внедрения инновационных лечебно-диа-
гностических технологий, которые позволяют оп-
тимизировать процесс обследования пациентов, 
устранить возможные диагностические ошибки, 
снизить показатели гинекологической заболевае-
мости.

К одному из распространенных в  мире ги-
некологических заболеваний у  женщин репро-
дуктивного возраста относят эндометриоз. При 
этом, по мнению специалистов, наиболее часто 

встречающимися формами заболевания вне за-
висимости от возраста, этнической принадлеж-
ности и  социально-экономических условий счи-
таются эндометриоидные поражения тела матки 
и яичников [1, 2]. Современная концепция пато-
генеза эндометриоза представляет его как гене-
тически детерменированное хроническое дис-
гормональное и  иммунозависимое заболевание 
с  признаками автономного роста гетеротопий 
и  нарушением функциональности клеток эндо-
метрия [3–5].

Несмотря на активно проводимые междисци-
плинарные исследования, молекулярные меха-
низмы прогрессирования эндометриоза остаются 
не ясными. Однако наличие местных и  систем-
ных нарушений в  иммунном ответе пациенток 
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является установленным. В  работах отечествен-
ных и зарубежных авторов сообщается об измене-
нии функциональной полноценности клеточных 
элементов иммунитета (макрофагов, моноцитов, 
лимфоцитов), увеличении секреции и  синтеза 
провоспалительных медиаторов, факторов ро-
ста, наличии низкого уровня апоптоза и  повы-
шенной пролиферативной активности клеток 
[6–9]. Важная роль иммунологических факторов 
в патогенезе эндометриоза позволяет рассматри-
вать их в  качестве диагностических и  прогно-
стических маркеров заболевания. С  этой целью 
предлагаются различные показатели, диагности-
ческие методы, новые алгоритмы обследования 
пациенток. Внедрение в  практическое здравоох-
ранение современных компьютерных технологий 
позволяет осуществлять диагностику патологи-
ческого процесса на клеточном и  субклеточном 
уровнях. Перспективным подходом в диагности-
ке целого ряда заболеваний видится неинвазив-
ная клеточная диагностическая технология ко-
личественного фазового имиджинга (quantitative 
phase imaging  – QPI), в  основе которой лежат 
принципы лазерной интерферометрии и  голо-
графии. Технология QPI в течение последних лет 
уже активно используется в практическом здра-
воохранении для исследования тромбоцитарного 
гемостаза при неразвивающейся беременности 
[10, 11], мониторирования морфофункциональ-
ного состояния иммунокомпетентных клеток 
при эндометриозе [12–14] и др. Разработка новых 
технических решений, создание современных ал-
горитмов определения фазы и анализа изображе-
ний открывают новые перспективы применения 
технологии QPI в  акушерско-гинекологической 
практике.

Цель настоящей работы  – оценить возмож-
ности QPI для выявления диагностических кри-
териев уровня нарушений в  клеточном звене 
иммунной системы у пациенток с наружным эн-
дометриозом. 

Материал и методы
Исследованы клетки периферической крови 
42  пациенток, составивших две клинические 
группы: в  1-ю  группу (основную) были включе-
ны 22  пациентки с  эндометриоидными кистами 
яичников в возрасте от 21 до 37 лет (средний воз-
раст 27,1 ± 3,4 года); 2-ю группу (сравнения) соста-
вили 20 больных с лейомиомой матки в возрасте 
от  23 до  42  лет (средний возраст 29,3 ± 4,1  года). 
Всех пациенток привлекали к  обследованию од-
нократно до проведения хирургического лече-
ния. Для определения показателей нормы (группа 

контроля) были изучены клетки периферической 
крови 20  практически здоровых небеременных 
женщин фертильного возраста (от 22 до 37 лет), не 
имевших на момент обследования острых и/или 
хронических гинекологических и  соматических 
заболеваний. Средний возраст в группе контроля 
был 28,7 ± 3,6 года.

Критериями включения в  исследование слу-
жили клинически и  инструментально верифи-
цированный диагноз эндометриоза яичников 
и лейо миомы матки, репродуктивный возраст. 

Критериями исключения были эндометриоз 
других локализаций, наличие сопутствующих 
гинекологических заболеваний, злокачественные 
опухоли органов репродуктивной системы, отказ 
пациентки от участия в исследовании.

Исследования были одобрены локальным эти-
ческим комитетом ФГБОУ ВО «Ставропольский 
государственный медицинский университет» 
Минздрава России (протокол №  38 от 29  мая 
2014  г.) и  проводились с  получением доброволь-
ного и информированного согласия пациенток.

Венозную кровь из кубитальной вены заго-
тавливали в  пробирки вакуумные (VACUETTE) 
13 × 100 мм с наполнителем с К2 ЭДТА. Взвесь мо-
нонуклеаров выделяли стандартным методом на 
градиенте плотности Ficoll-Paque (р = 1,077  г/см3). 
Получение субпопуляций CD4+ и CD8+ лимфоци-
тов из общей фракции мононуклеаров осущест-
вляли методом магнитной сепарации по методике 
производителя (Miltenyi Biotech, Германия). К  су-
спензии мононуклеарных клеток добавляли маг-
нитные частицы, конъюгированные с  анти-CD4 
и анти-CD8 антителами соответственно, и инкуби-
ровали в течение 15 минут при +40 °С. Затем клет-
ки отмывали и осуществляли выделение позитив-
ных фракций с  помощью магнитного сепаратора 
AutoMACS (Miltenyi Biotech, Германия). Чистота 
выделения во всех случаях составляла более 95%.

Исследования клеток проводили в  режиме 
реального времени с  использованием техноло-
гии количественного фазового имиджинга, ре-
ализованной на основе модуля фазово-интер-
ференционной микроскопии отечественного 
аппаратно-программного комплекса «Биони» 
(ООО «Весттрейд», Москва) для клинической 
и  лабораторной диагностики. Оптическая схема 
модуля представляет собой модификацию схемы 
микроинтерферометра Линника с  источником 
света He-Ne-лазером (λ = 633 нм, 1 мВт). Фазовый 
портрет живой функционирующей клетки по-
лучали путем преобразования цифровой матри-
цы распределения фаз полученного сигнала при 
сравнении волнового фронта, прошедшего через 
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клетку, с референтным, отраженным без искаже-
ний от высококачественного зеркала. В соответ-
ствии с  протоколом технологии QPI получали 
2D- и 3D-визуализацию клетки и ее фрагментов. 
Для каждой клеточной субпопуляции оценивали 
комплекс стандартных морфоденситометриче-
ских параметров. Показатель функциональной 
активности ядра (FA) лимфоцитов рассчитывали 
по формуле [15]:

FA = (3 × n3 + 2 × n2 + n1 + 0 × n0) / n,

где FA – функциональная активность ядра; n3 – ко-
личество клеток с PH (фазовая высота) ≤ 1,5 мкм; 
n2 – с PH > 1,5, но ≤ 2 мкм; n1 – с PH > 2, но ≤ 2,5 мкм; 
n0 – с PH > 2,5; n – число клеток в выборке.

Количественную оценку цитотоксического по-
тенциала лимфоцитов выполняли в соответствии 
с  оригинальными алгоритмами определения па-
раметров фазового изображения клеток [16].

Статистический анализ полученных данных 
проводили с  использованием пакета приклад-
ных программ SPSS Statistics 21.0. Стандартная 
обработка выборок включала подсчет значений 
средних арифметических величин, а  также ве-
личины дисперсии и  стандартного отклонения. 
Сравнение показателей по количественным 
признакам осуществляли непараметрическим 
методом с использованием U-критерия Манна – 
Уитни. При сравнении двух групп с нормальным 
характером распределения данных использовали 
t-тест для независимых группировок при условии 
совпадения дисперсий. Для всех видов анализа 
статистически значимыми считали различия при 
р < 0,05.

Результаты
Морфологические особенности, характерные 
для клеток с фенотипом CD4+ и CD8+, выявлены 
при анализе фазово-интерференционных пор-
третов нативных лимфоцитов. На топограммах 
и  3D-реконструкциях хорошо визуализируется 
круглое, овальное или бобовидное ядро с неодно-
родной глыбчатой структурой хроматина (рис. 1). 
Вокруг ядра ободок цитоплазмы, который может 
иметь различную ширину, что позволяет выде-
лить узко- или широкоплазменные лимфоциты. 
В  цитоплазме некоторых широкоплазменных 
лимфоцитов можно определить наличие зерни-
стости.

Средние по популяции морфоденситоме-
трические параметры CD4+ и  CD8+ лимфоци-
тов приведены в  табл. 1. В  контрольной груп-
пе CD4-позитивные клетки имели тенденцию 

к  снижению средних в  популяции значений ди-
аметра, периметра, высоты (фазовой толщины), 
площади и  объема клеток по сравнению с  CD8+ 
лимфоцитами. FAN клеток с  фенотипом CD4+ 
составил 1,88, а с фенотипом CD8+ – практически 

Таблица 1. Морфоденситометрические параметры лимфоцитов с фенотипом CD4+ и CD8+

Группа Параметр, M ± σ

диаметр, 
мкм

периметр, 
мкм

высота, мкм площадь, 
мкм2

объем, мкм3

Контроль

CD4+ 6,42 ± 0,49 18,35 ± 1,41 1,81 ± 0,29 35,98 ± 3,12 22,95 ± 4,78

CD8+ 6,74 ± 0,85 18,93 ± 3,12 1,73 ± 0,31 39,15 ± 6,03 26,91 ± 5,12

Эндометриоидные кисты яичников

CD4+ 6,73 ± 0,92 18,95 ± 2,28 1,64 ± 0,23* 32,64 ± 3,16 24,47 ± 3,12

CD8+ 6,25 ± 0,98 19,42 ± 2,46 1,77 ± 0,15 35,72 ± 4,69 27,11 ± 5,34

Лейомиома матки

CD4+ 6,59 ± 0,78 19,11 ± 2,35 1,78 ± 0,31 37,25 ± 3,41 22,41 ± 3,31

CD8+ 7,15 ± 1,03 20,95 ± 3,04 1,66 ± 0,28 41,3 ± 5,24 28,35 ± 3,46

* p < 0,05 по сравнению с показателями контроля

Рис. 1. Фазово-интерференционные портреты Т-лимфоцитов периферической крови 
(интерференционное поле 20 × 20 мкм): топограммы в псевдоцвете узкоплазменного 
(А) и широкоплазменного (Б) лимфоцитов; 3D-реконструкции узкоплазменного (В) 
и широкоплазменного (Г) лимфоцитов

А Б

ГВ
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на 5,1% больше (1,98). Данный факт может свиде-
тельствовать о несколько более высокой функци-
ональной активности цитотоксических лимфо-
цитов.

Для морфоденситометрических параметров 
CD4+ лимфоцитов периферической крови паци-
енток с  эндометриоидными кистами яичников 
характерна тенденция к незначительному увели-
чению средних в популяции значений диаметра, 

периметра и  площади клеток (p > 0,05). Фазовая 
высота (толщина) снизилась на 9,4%  по отноше-
нию к показателям контрольной группы. В субпо-
пуляции CD8+ лимфоцитов, напротив, диаметр, 
периметр и площадь клеток оказались несколько 
меньше контрольных значений, а  фазовая высо-
та (толщина) и объем имели тенденцию к повы-
шению. FAN клеток с фенотипом CD4+ был 2,03. 
Снижение величины FAN у  CD8+ лимфоцитов 
до 1,91  может свидетельствовать о  подавлении 
функциональной активности цитотоксических 
клеток. 

У пациенток с лейомиомой матки не выявлено 
значимых изменений параметров CD4+ лимфо-
цитов. FAN составил 1,85. В субпопуляции клеток 
с  фенотипом CD8+ зарегистрирована тенденция 
к  увеличению диаметра, периметра и  площади 
(p > 0,05), средние значения фазовой высоты (тол-
щины) клеток были снижены на 7%. FAN CD8+ 
клеток увеличился до 2,08, демонстрируя повы-
шение функциональной активности цитотокси-
ческих лимфоцитов.

Методом интегральных функций оценили 
денситометрические особенности плазменной 
примембранной области CD4+ и  CD8+ лимфо-
цитов. В  качестве информативных параметров 
использовали величины фазовой толщины Hcyt 
и площади Scyt зоны тонкой цитоплазмы, прилега-
ющей к мембране клетки и содержащей гранулы 
(рис. 2).

Гистограмма распределения CD4+ клеток по 
величине Scyt подчиняется нормальному закону 
и  имеет унимодальную симметрическую форму. 
В  гистограмме распределения по величине Hcyt 
при сохранении унимодального характера отме-
чается незначительная правосторонняя асимме-
трия. 

Гистограммы распределения CD8+ лимфоци-
тов по анализируемым показателям, напротив, 
имеют выраженную бимодальность, демонстри-
руя наличие в популяции цитотоксических лим-
фоцитов двух групп клеток, различающихся ве-
личинами Hcyt и площади Scyt.

В табл. 2 приведены средние значения фазо-
вой толщины Hcyt и площади Scyt зоны тонкой ци-
топлазмы цитотоксических лимфоцитов у обсле-
дованных пациенток.

Подсчет процента цитотоксических клеток 
с  наличием гранул показал, что в  контрольной 
группе содержание CD8+ лимфоцитов с наличием 
гранул в примембранной зоне тонкой цитоплазмы 
составило 37,1 ± 5,15%, в группе пациенток с эндо-
метриоидными кистами яичников – 29,8 ± 6,34%, 
а у женщин с лейомиомой матки – 42,6 ± 5,89%.

Таблица 2. Показатели фазовой толщины (Hcyt) и площади (Scyt) зоны тонкой цитоплазмы 
цитотоксических лимфоцитов

Группа Параметр, M ± σ

фазовая толщина, мкм площадь, мкм2

Контроль 0,63 ± 0,08 37,5 ± 7,25

Эндометриоидные кисты яичников 0,54 ± 0,09* 34,9 ± 6,83

Лейомиома матки 0,69 ± 0 40,1 ± 8,12

* p < 0,05 по сравнению с показателями контроля

Рис. 2. Гистограммы распределения CD4+ и CD8+ лимфоцитов периферической крови 
по величинам фазовой толщины (Hcyt) (А, Б) и площади (Scyt) (В, Г) примембранной зоны 
цитоплазмы (M ± σ). В популяции CD8+ клеток выделены две отдельные группы лимфоцитов, 
различающиеся значениями Hcyt (Б) и Scyt (Г)
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Обсуждение
Последние десятилетия ознаменовались значи-
тельным прогрессом в  изучении молекулярной 
биологии клетки. Новые возможности связаны 
с развитием так называемых омиксных техноло-
гий: геномики, протеомики, метаболомики, эпи-
геномики, фармакономики, предназначенных 
для оптимизации профилактики, диагностики 
и лечения пациентов. В проведенном исследова-
нии мы использовали новую диагностическую 
технологию, реализованную на базе когерентной 
интерференционной микроскопии, для неинва-
зивного изучения субклеточных структур имму-
нокомпетентных клеток при эндометриозе.

Полученные нами результаты показали, что 
в  условиях физиологической нормы популяция 
CD4+ лимфоцитов была достаточно однородной 
по анализируемым морфоденситометрическим 
параметрам. Клеток, содержащих гранулы, не 
выявлено. В то же время практически 37% CD8+ 
лимфоцитов были перфоринпозитивными. Эти 
данные полностью согласуются с  результатами 
других исследователей [17–19].

Экзоцитоз перфорина и  гранзимов, содержа-
щихся в  литических цитоплазматических гра-
нулах, выступает одним из основных механиз-
мов реализации лимфоцитами цитотоксической 
способности. В  результате взаимодействия ци-
тотоксического лимфоцита с  клеткой-мишенью 
свободный перфорин встраивается в  мембрану 
клетки-мишени с последующей полимеризацией 
в  присутствии ионов Ca2+ и  образованием мно-
гочисленных трансмембранных пор, приводя-
щих к  осмотическому взрыву и  лизису клетки. 
Гранзимы, проникая через образовавшиеся поры 
внутрь клетки-мишени, активируют эффектор-
ный фермент каспазу-3 и  вызывают деградацию 
ДНК, тем самым завершая необратимое разруше-
ние клетки [17–20].

У женщин с  эндометриозом наблюдаются 
качественные и  количественные изменения ма-
крофагов, подавление функции NK-клеток, сни-
жение цитотоксической активности, наруше-
ние процессов пролиферации и  апоптоза [6, 21]. 

В  ряде исследований выявлена прямая зависи-
мость между уровнем цитотоксичности и  тяже-
стью заболевания [21, 22].

Согласно нашим данным, количество CD8+ 
лимфоцитов с  наличием перфориновых гранул 
при эндометриозе оказалось сниженным, что 
свидетельствует о низком цитотоксическом (пер-
фориновом) потенциале иммунной системы у об-
следованных пациенток и, по-видимому, служит 
объяснением прогрессирующего и  рецидивиру-
ющего характера заболевания. Следовательно, 
оценка цитотоксического потенциала лимфоци-
тов посредством количественного определения 
клеток, содержащих перфориновые гранулы, 
с использованием современной диагностической 
технологии QPI может служить важным диагно-
стическим и  прогностическим критерием тече-
ния заболевания.

Заключение
Установлены и  количественно оценены особен-
ности цитотоксического потенциала лимфоци-
тов периферической крови больных эндометри-
озом: подавление функциональной активности 
CD8-позитивных клеток, снижение уровня лим-
фоцитов, содержащих в цитоплазме перфорино-
вые гранулы.

Исследование внутриклеточных структур 
лимфоцитов с  использованием неинвазивной 
и  безреагентной технологии QPI может по-
зволить не только детально изучать патогене-
тические механизмы трансформации имму-
нокомпетентных клеток в  условиях развития 
патологического процесса, но и  на основе по-
лученных результатов в  перспективе разра-
батывать новые подходы к  функциональной 
диагностике состояния иммунной системы, 
предлагать доступные, информативные и  объ-
ективные биомаркеры для прогноза течения 
и  исхода заболевания, заложить основы прин-
ципиально новой тактики лечения при той или 
иной форме эндометриоза, модулируя цитоток-
сический потенциал иммунной системы паци-
ента. 
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Rationale: An important role of immunological 
factors in the endometriosis pathophysiology 
allows for their consideration as diagnostic and 
prognostic disease markers. A promising approach 
to the diagnosis of immunological abnormali-
ties is based on the non-invasive cell diagnostic 
technology of quantitative phase imaging (QPI), 
with underlying principles of laser interferometry 
and holography. Aim: To assess the QPI potential 
to identify diagnostic criteria for cell immunity 
abnormalities in female patients with external 
endometriosis. Materials and methods: We per-
formed a quantitative assessment of the cytotoxic 
potential of peripheral blood lymphocytes from 
22 patients with endometrioid ovarian cysts (mean 
age, 27.1 ± 3.4 years), 20 patients with uterine leio-
myoma (mean age, 29.3 ± 4.1 years) and 20 health 
non-pregnant women of child-bearing age (mean 
age, 28.7 ± 3.6  years). We used the non-invasive 
QPI technique with the module for phase interfer-
ence microscopy of the Russian hard- and software 
complex Bioni (Westtrade Ltd., Russia). Results: 
We studied phase interference pictures of native 
lymphocytes to identify morphological and densi-
tometry characteristics for CD4+ и CD8+ cells. Two 
groups of cells were identified in the cytotoxic lym-
phocyte population, which differed in their values 
of the phase thickness (Hcyt) and the area of cyto-
plasm adjacent to the membrane and containing 
the perforin granules (Scyt). It was found, that in the 

healthy controls the proportion of perforin-posi-
tive cytotoxic CD8+ lymphocytes was 37.1 ± 5.15%, 
in the patients with endometriosis 29.8 ± 6.34%, 
and in those with uterine leiomyoma 42.6 ± 5.89%. 
Discussion: Assessment of the lymphocyte cyto-
toxic potential by quantitative determination of 
cells containing perforin granules may be an im-
portant diagnostic and prognostic criterion of the 
disease course. Conclusion: Studies of the intra-
cellular structures of lymphocytes by non-invasive 
and non-reagent technology QPI allows not only 
for a  detailed evaluation of pathophysiological 
mechanisms of immune competent cell transfor-
mation in the course of a pathological process, but 
also gives future directions for development of 
new approaches to functional assessment of the 
immune system based on the results obtained. 
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Трансляционные исследования 
электрофоретической подвижности и фазового 
портрета эритроцитов с учетом развития стрессовой 
реакции в условиях патологического процесса

Дерюгина А.В.1 • Иващенко М.Н.2 • Игнатьев П.С.3 • Самоделкин А.Г.2

Актуальность. Современные методы клеточ-
ной диагностики востребованы при разработке 
новых подходов персонализированной меди-
цины. К  таким методам, активно внедряемым 
в  диагностический процесс лечебных учреж-
дений, можно отнести когерентную фазовую 
интерферометрию и  клеточный микроэлек-
трофорез. Цель  – обоснование возможности 
использования биофизических и  морфоден-
ситометрических показателей эритроцитов 
в  качестве критериев эффективности терапии 
и  развития адаптационных процессов у  па-
циентов с  гастроэнтерологическими заболе-
ваниями. Материал и  методы. Под наблю-
дением находились 25  больных в  возрасте 
от 40 до 54 лет (11 мужчин и 14 женщин), из них 
9 (36%) – с язвенной болезнью желудка, 3 (12%) – 
с  язвенной болезнью двенадцатиперстной 
кишки, 8  (32%) – с острым гастритом, 5  (20%) – 
с острым панкреатитом. Биофизические и мор-
фологические особенности эритроцитов пери-
ферической крови пациентов исследовали до 
и после проведения терапии с использованием 
методов клеточной диагностики  – микроэлек-
трофореза и  лазерной модуляционной интер-
ференционной микроскопии. Параллельно 
оценивали динамику рутинных клинико-ла-
бораторных показателей: количество эритро-
цитов и  лейкоцитов, уровень гемоглобина, 
скорость оседания эритроцитов (СОЭ), лей-
коцитарную формулу. Контрольную группу 
составили 10  здоровых доноров в  возрасте 

от 36 до 52 лет. В экспериментах in vitro анали-
зировали изменения электрофоретической 
подвижности эритроцитов (ЭФПЭ) и  морфо-
логии эритроцитов при действии адреналина 
и  кортизола. Результаты. После проведения 
терапии у  больных наблюдалось уменьшение 
содержания лейкоцитов (на 27%), повышение 
моноцитов (в 2  раза) и  снижение СОЭ (на 10%) 
относительно показателей до лечения (p < 0,05 
во всех случаях). ЭФПЭ увеличивалась на 12% 
(1,37  против 1,22  мкм × см/В × с, p < 0,05). В  эри-
троцитарной популяции обследованных паци-
ентов до лечения по сравнению с контрольной 
группой отмечалось уменьшение доли диско-
цитов (85,2  против 95,4%, р < 0,05), увеличение 
эхиноцитов, стоматоцитов и  дегенеративно 
измененных форм (11, 2,8 и 1% соответственно, 
р < 0,05). После терапии содержание дискоцитов 
повышалось практически до физиологической 
нормы (91,3%). Однако при этом поверхность 
клеток дискоидной формы оставалась неодно-
родной с наличием многочисленных микроспи-
кул, что нашло отражение в  изменении элек-
трокинетических и  морфологических свойств 
эритроцитов в  ответ на развивающуюся в  ор-
ганизме стресс-реакцию. Влияние стресс-реа-
лизующих систем подтверждено эксперимен-
тами in vitro по оценке воздействия адреналина 
(1 × 10-9  г/мл) и  кортизола (5 × 10-7  г/мл) на эри-
троциты. К  120-й  минуте эксперимента под 
влиянием адреналина наблюдалось снижение 
ЭФПЭ (1,14 против исходных 1,24 мкм × см/В × с, 

р < 0,05) и увеличение сферичности клеток. При 
действии кортизола, напротив, ЭФПЭ увеличи-
валась (1,72 против 1,36 мкм × см/В × с, р < 0,05), 
но выраженность эхиноцитарной трансфор-
мации была незначительной. Заключение. 
Биофизические и  морфоденситометрические 
показатели эритроцитов, полученные с исполь-
зованием современных экспресс-методов кле-
точного микроэлектрофореза и  когерентной 
интерференционной микроскопии, объективно 
отражают интенсивность стресс-реакции при 
развитии патологического процесса и включе-
ние адаптационных механизмов в ходе прово-
димой терапии.

Ключевые слова: эритроциты, микроэлек-
трофорез, когерентная фазово-интерференци-
онная микроскопия, гастроэнтерологические 
заболевания
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О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Трансляционная медицина признана од-
ним из актуальных направлений совре-
менной науки. Внедрение результатов 
фундаментальных исследований в  прак-

тическое здравоохранение способствует перехо-
ду к персонализированной медицине, то есть по-
зволяет врачу использовать возможности новых 
способов диагностики и  оценки эффективности 

проводимого лечения [1, 2]. К таким методам, ак-
тивно внедряемым в диагностический процесс ле-
чебных учреждений, можно отнести когерентную 
фазовую интерферометрию и  клеточный микро-
электрофорез [3, 4].

Ранее нами установлено, что изменение элек-
трофоретической подвижности эритроцитов 
(ЭФПЭ) позволяет характеризовать развитие 
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стресс-реакции и  включение адаптационных ре-
зервов организма [5, 6]. Как показали экспери-
менты с  моделированием стресса на животных, 
снижение ЭФПЭ наблюдается при активации сим-
пато-адреналовой системы, тогда как рост ЭФПЭ 
связан с  активацией гипофизарно-надпочечнико-
вой системы и повышением резистентности орга-
низма [7]. Изучение ЭФПЭ при различных патоло-
гических состояниях выявило однонаправленную 
динамику данного показателя, проявляющуюся 
в  его снижении относительно физиологической 
нормы, что может быть отражением разной сте-
пени выраженности стрессовой реакции [8–11]. 
Особенности ЭФПЭ определяются свойствами 
клеточных мембран, визуализация которых позво-
лит, на наш взгляд, получить дополнительную ин-
формацию о перестройке поверхностных структур 
клеток в условиях нормы и патологии. Однако для 
верификации использования ЭФПЭ и параметров 
фазового портрета эритроцитов в качестве показа-
телей патологического процесса необходимо сопо-
ставить их изменения с результатами стандартных 
клинико-лабораторных исследований.

Цель работы  – обоснование возможности ис-
пользования биофизических и  морфоденситоме-
трических показателей эритроцитов в  качестве 
критериев эффективности терапии и  развития 
адаптационных процессов у  пациентов с  гастро-
энтерологическими заболеваниями.

Материал и методы
Мы провели анализ показателей крови пациентов 
с гастроэнтерологическими заболеваниями (язвен-
ная болезнь желудка и двенадцатиперстной киш-
ки, острый гастрит, острый панкреатит). Группа 
пациентов набрана на основании результатов ан-
кетирования, проводившегося перед госпитали-
зацией на первичном приеме у врача-гастроэнте-
ролога на базе ГБУЗ НО Городская поликлиника 
№  50 Советского района г.  Нижнего Новгорода. 
Критерием включения в  исследование служило 
наличие у  пациентов острого состояния, отсут-
ствие ранее самостоятельно проводившегося ле-
чения, а также добровольное согласие, полученное 
в соответствии с требованиями ст. 9 Федерального 
закона от 27.07.2006 «О  персональных данных» 
№ 152-ФЗ. Исследования были одобрены локаль-
ным этическим комитетом Института биологии 
и  биомедицины ФГАОУ ВО «Национальный ис-
следовательский Нижегородский государствен-
ный университет им. Н.И. Лобачевского» (прото-
кол № 47 от 11.09.2017). 

Под наблюдением находились 25  боль-
ных в  возрасте от  40 до  54  лет (11  мужчин 

и  14  женщин), из них 9  (36%)  – с  язвенной бо-
лезнью желудка, 3  (12%)  – с  язвенной болезнью 
двенадцатиперстной кишки, 8  (32%)  – с  острым 
гастритом, 5  (20%)  – с  острым панкреатитом. 
Диагноз формулировался врачом в  соответствии 
с общепринятыми клиническими стандартами на 
основании анамнеза и подтверждался лаборатор-
ными и  клиническими исследованиями. Лечение 
пациентов включало проведение стандартных те-
рапевтических мероприятий: медикаментозную 
терапию (полусинтетические пенициллины, холи-
нолитики, антациды, блокаторы Н2-гистаминовых 
рецепторов, цитопротекторы), физиотерапию, ди-
ету. Контрольную группу составили 10  здоровых 
доноров в возрасте от 36 до 52 лет.

Исследование ЭФПЭ, морфологии эритроцитов 
и клинический анализ крови проводили при посту-
плении пациентов в стационар до начала и после 
проведения терапевтических мероприятий перед 
выпиской. Для оценки ЭФПЭ готовили взвесь от-
мытых эритроцитов путем трехкратного центри-
фугирования при 1500 об/мин в течение 10 минут 
с  0,9%  раствором хлористого натрия. Суспензию 
клеток разводили в  10  мМ трис-НСl-буфере (рН 
7,4) и измеряли ЭФПЭ методом микроэлектрофо-
реза с использованием цитоферометра в нашей мо-
дификации [4], регистрируя время прохождения 
эритроцитами расстояния 100 мкм в трис-НСl-бу-
фере с рН 7,4 при силе тока 12 мА. Величину ЭФПЭ 
определяли по формуле: U = S / TH, где S – рассто-
яние, на которое перемещались клетки, Т – время 
перемещения клеток на расстояние S, Н – градиент 
потенциала. Величину градиента потенциала опре-
деляли по формуле: Н = I / gχ, где I – сила тока, g – 
поперечное сечение камеры, χ – удельная электро-
проводимость среды [12].

Исследование комплексной фазометрии эри-
троцитов проведено методом лазерной модуля-
ционной интерференционной микроскопии на 
микроскопе МИМ-340 (Екатеринбург, Россия). 
В  работе использовали лазер с  длиной волны 
532  нм и  объектив с  увеличением × 20, разре-
шение по поверхности до 15  нм, разрешение по 
вертикали  – 0,1  нм, возможность контроля из-
делий с  глубиной рельефа  – до 600  нм [13, 14]. 
Регистрировали морфологию нативных клеток без 
предварительной фиксации, что позволяло визуа-
лизировать модификацию клеток в режиме реаль-
ного времени, изучать их морфологию и динамику 
внутриклеточных процессов. Исследование лабо-
раторно-клинических показателей крови прово-
дили стандартными клиническими методами [15].

В экспериментах in vitro используемые в опы-
тах эритроциты трижды отмывали 0,9% раствором 
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хлористого натрия и  инкубировали с  адренали-
ном (1 × 10-9 г/мл) и кортизолом (5 × 10-7 г/мл), ре-
гистрируя динамику изменения ЭФПЭ через 15, 
30, 60, 120  минут от начала инкубации. Каждая 
серия включала по 20 опытов.

Для статистической обработки получен-
ных данных использовали программу Biostat. 
Количественные переменные представляли в виде 
среднего арифметического значения и  стандарт-
ной ошибки (M ± m). Статистическую значимость 
полученных различий разности средних значений 
при соблюдении условий нормальности распре-
деления и равенства дисперсий оценивали с при-
менением t-критерия Стьюдента. В  остальных 
случаях применялся критерий Манна  – Уитни. 
Бинарные показатели оценивались с  помощью 
точного критерия Фишера. За величину уровня 
статистической значимости различий принимали 
p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Исследование клинико-лабораторных показателей 
крови и ЭФПЭ у обследованных больных выяви-
ло, что после проведенного лечения по сравнению 
с исходными данными отмечалось статистически 
значимое уменьшение количества лейкоцитов  – 
на 17%, снижение скорости оседания эритроци-
тов (СОЭ) на 10%, уменьшение количества лим-
фоцитов на 32% и увеличение моноцитов в 2 раза 
(табл. 1). Регистрация ЭФПЭ показала ее увели-
чение более чем на 12%  относительно исходного 
уровня (p < 0,05). 

Восстановление клинико-лабораторных пока-
зателей до физиологической нормы является объ-
ективным свидетельством эффективности лече-
ния патологического процесса. ЭФПЭ, сниженная 
при поступлении больных в стационар, после про-
ведения терапии увеличивалась, превышая значе-
ния данного показателя в контрольной группе. 

На величину электрофоретической подвиж-
ности клетки влияют многие факторы, в  частно-
сти, физико-химические особенности мембраны 
и свойства окружающей клетку среды [4, 7]. При 
прогрессировании патологических состояний из-
меняется микроокружение, рН, состав и  концен-
трация электролитов, что приводит к изменению 
величины поверхностного заряда циркулирую-
щих эритроцитов. Снижение отрицательного за-
ряда, а  значит, и  снижение ЭФПЭ отражает мо-
дификацию их мембранных свойств, ускорение 
агрегации, адгезии к эндотелию и изменение рео-
логии крови пациента в условиях патологическо-
го процесса. Соответственно, при эффективной 
терапии происходит стабилизация структуры 

Таблица 3. Динамика изменения электрофоретической подвижности эритроцитов 
периферической крови после воздействия адреналином и кортизолом in vitro, 
мкм × см/В × с

Вид воздействия Время после воздействия, минуты

15 30 60 120

Адреналин 1,24 ± 0,05 1,19 ± 0,08* 1,15 ± 0,07* 1,14 ± 0,05*

Кортизол 1,36 ± 0,03 1,52 ± 0,06* 1,96 ± 0,06* 1,72 ± 0,08*

Физиологический раствор 1,33 ± 0,02 1,36 ± 0,06 1,32 ± 0,06 1,35 ± 0,04

Данные представлены в виде среднего арифметического значения и стандартной ошибки (M ± m)
* р < 0,05 по сравнению с контрольными значениями (физиологический раствор)

Таблица 1. Изменение клинико-лабораторных показателей крови и электрофоретической 
подвижности эритроцитов у пациентов с гастроэнтерологическими заболеваниями

Показатель Контроль Пациенты с гастроэнтерологическими 
заболеваниями

до лечения после лечения

Гемоглобин, г/л 128,6 ± 4,23 114,7 ± 4,77* 117,6 ± 2,79

Эритроциты, × 1012/л 4,5 ± 0,24 4,1 ± 0,09* 4,16 ± 0,13

СОЭ, мм/ч 8,21 ± 1,67 18,19 ± 1,45* 16,55 ± 2,28*, †

Лейкоциты, × 109/л 6,06 ± 0,77 8,46 ± 0,92* 7,05 ± 0,64†

Палочкоядерные, % 2,04 ± 0,57 1,14 ± 0,47 1,21 ± 0,52

Сегментоядерные, % 58,01 ± 3,05 60,51 ± 3,74 57 ± 3,35

Моноциты, % 18,14 ± 2,55 6,14 ± 3,55* 12,36 ± 2,59†

Лимфоциты, % 15,75 ± 5,51 32,21 ± 5,56* 22,38 ± 4,91†

ЭФПЭ, мкм × см/В × с 1,3 ± 0,02 1,22 ± 0,02* 1,37 ± 0,03†

СОЭ – скорость оседания эритроцитов, ЭФПЭ – электрофоретическая подвижность эритроцитов

Данные представлены в виде среднего арифметического значения и стандартной ошибки (M ± m)
* p < 0,05 по сравнению с показателями контрольной группы
† p < 0,05 по сравнению с показателями до лечения

Таблица 2. Морфологические типы фазово-интерференционных портретов эритроцитов 

Группа Типы эритроцитов, %

дискоциты эхиноциты стоматоциты дегенеративно 
измененные

Контроль 95,4 ± 0,4 3,8 ± 0,7 0,6 ± 0,3 0,2 ± 0,1

Пациенты с гастроэнтерологическими заболеваниями

до лечения 85,2 ± 0,5* 11 ± 0,2* 2,8 ± 0,7* 1 ± 0,6

после лечения 91,3 ± 0,3 6 ± 0,5 2,1 ± 0,7 0,6 ± 0,3

Данные представлены в виде среднего арифметического значения и стандартной ошибки (M ± m)
* р < 0,05 по сравнению с показателями контрольной группы
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клеточной мембраны, восстановление активности 
ферментных и  транспортных систем, повышение 
величины электрического заряда и  восстановле-
ние ЭФПЭ до значений нормы.

Учитывая, что существенное влияние на 
ЭФПЭ оказывает поверхностная архитектони-
ка белок-липидной структуры мембран [16], был 
проведен анализ морфоденситометрических по-
казателей эритроцитов методом интерференци-
онной микроскопии. У  пациентов с  гастроэнте-
рологической патологией доля измененных форм 
эритроцитов возрастала на  17% по сравнению 
с группой контроля. Изменение формы эритроци-
тов в большей степени было связано с появлением 
эхиноцитов (табл. 2, рис. 1). 

Не исключено, что увеличение количества 
эхиноцитов вызвано усилением окислительных 
процессов в  клетках и  появлением в  них гемина 
[17]. При этом эритроциты с  сохраненной фор-
мой дискоцита на различных участках клетки 
имели негладкую, неоднородную поверхность 
(см. рис. 1–2), что может быть обусловлено струк-
турной перестройкой цитоскелета, конформаци-
онными изменениями и  топографическим пере-
распределением молекул гемоглобина в  сетчатой 
строме и  подмембранных областях клетки [18] 
или начальной стадией перехода дискоцита в эхи-
ноцит [19].

Проведение терапии способствовало сниже-
нию доли морфологически измененных форм эри-
троцитов и  росту ЭФПЭ. Однако если фазовый 
профиль дискоцитов здоровых людей характери-
зовался близкой к равномерной ультраструктурой 
мембран и  внутриклеточного содержимого (см. 
рис. 1А), то дискоциты больных, обследованных 
после курса терапии, имели негладкую поверх-
ность с выростами (см. рис. 1Б). Появление неров-
ностей на поверхности клеток может быть обу-
словлено начальной стадией перехода дискоцитов 
в эхиноциты, формирование которых сдерживает-
ся адаптационными процессами в клетке. Сходные 
изменения ультраструктуры мембран эритроци-
тов были зафиксированы при использовании опи-
атов [20]. У пациентов после лечения, несмотря на 
количественное восстановление дискоидных форм 
эритроцитов до нормальных значений, ультра-
структура мембран также отличалась от контроль-
ных образцов (см. рис. 1В). В  этой клинической 
группе было зарегистрировано увеличение ЭФПЭ.

Имея в  виду, что изменение ЭФПЭ отражает 
развитие стресс-реакции [8], рост показателя у га-
строэнтерологических больных может указывать 
на уменьшение стрессовой реакции и  развитие 
адаптационных процессов.

Для подтверждения данного положения нами 
были проведены эксперименты in vitro, связанные 
с  анализом изменения ЭФПЭ и  особенностей их 
фазово-интерференционных портретов при дей-
ствии адреналина и кортизола, поскольку первая 
фаза стресс-реакции сопряжена с  увеличением 
концентрации адреналина в периферической кро-
ви, тогда как вторая фаза стресса отражает разви-
тие резистентности и  сочетается с  увеличением 

Рис. 1. Фазово-интерференционные портреты (слева) и фазовые профили 
(справа) эритроцитов периферической крови здоровых доноров (А), пациентов 
с гастроэнтерологическими заболеваниями до (Б) и после (В) курса терапии

А

Б

В

Рис. 2. Фазовый портрет (слева) и фазовый профиль (справа) эритроцитов in vitro при 
действии исследуемых веществ: адреналина (А) и кортизола (Б)

А

Б
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концентрации кортизола, действие которого на-
правлено на элиминацию стресса. 

Исследование показало, что адреналин, на-
чиная с  30  минут наблюдения, вызывал однона-
правленное снижение ЭФПЭ, в  то время как под 
действием кортизола, напротив, отмечено прогрес-
сирующее увеличение этого показателя (табл. 3). 
Зарегистрированы особенности изменения морфо-
логии эритроцитов в условиях эксперимента: адре-
налин вызывал увеличение сферичности клеток, 
а при действии кортизола наблюдалось появление 
эхиноцитов, однако выраженность эхиноцитарной 
трансформации была незначительной (рис. 2).

Таким образом, можно предположить, что при 
развитии патологического процесса в  зависимо-
сти от его интенсивности возникает стрессовая 
реакция, которая проявляется в  изменении мор-
фологии эритроцитов и  их электрофоретической 
подвижности. Чем интенсивнее идет развитие 
стресса, тем больше патологически измененных 
эритроцитов с  эхиноцитарной трансформацией 
и  тем ниже ЭФПЭ. Данный процесс может быть 
связан с эффектом адреналина, который при взаи-
модействии с рецепторами эритроцитов вызывает 
активацию фосфолипаз, усиливает процесс липо-
пероксидации, что модифицирует морфофунк-
циональную организацию клеток и  увеличивает 
проницаемость мембран [21]. Проведение терапев-
тических мероприятий ограничивает стресс-реак-
цию, которая может быть обусловлена включением 

адаптационных процессов в  организме, что отра-
жается на структуре эритроцитов: уменьшение 
эхиноцитарной трансформации в сочетании с по-
вышенным уровнем ЭФПЭ. Данные процессы, ве-
роятно, могут быть обусловлены действием кор-
тизола. Глюкокортикоиды играют важную роль 
в  регуляции связанного со стрессом гомеостаза 
(центральной нервной системы, сердечно-сосу-
дистой системы, обмена веществ и  иммуновос-
палительной реакции). Кортизолу принадлежит 
ключевая роль в обеспечении гомеостаза всего ги-
поталамо-гипофизарно-кортикоидного комплек-
са, ответственного за развитие неспецифических 
механизмов реактивности организма [22].

Заключение
Показатели ЭФПЭ и  денситометрические параме-
тры живых эритроцитов, полученные с  использо-
ванием методов клеточного электрофореза и лазер-
ной интерференционной микроскопии, объективно 
отражают особенности изменения морфофункци-
онального состояния клеток при развитии пато-
логического процесса. Данные методы могут быть 
использованы для количественной характеристики 
степени стрессовой реакции и развития адаптаци-
онных процессов, что особенно важно при пере-
ходе к персонализированной медицине, поскольку 
уровень адаптационных резервов организма ин-
дивидуален и должен учитываться при разработке 
конкретной терапевтической стратегии.  
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Rationale: Modern cell diagnostic methods 
are in high demand during the development 
of new approaches in personalized medicine. 
Coherent phase interferometry and cell 
microelectrophoresis are among such methods 
that are being actively introduced into the 
diagnostic process in medical institutions. Aim: 
To substantiate the potential use of biophysical 
and morphodensitometrical erythrocytes 
parameters as criteria of treatment efficacy and 
course of adaptation process in patients with 
gastrointestinal tract disorders. Materials and 
methods: The study included 25  patients aged 
from 40 to 54  years (11  males and 14  females), 
among them 9  (36%) with gastric peptic ulcer, 
3  (12%) with duodenal ulcer, 8  (32%) with acute 
gastritis, and 5  (20%) with acute pancreatitis. 
Biophysical and morphological particulars of 
peripheral blood erythrocytes were assessed 
before and after treatment using cell diagnostic 
techniques, such as microelectrophoresis and 
laser modulation interference microscopy. Also, 
we evaluated changes over time in routine 
clinical laboratory tests, such as red and white 
blood cell counts, hemoglobin levels, and 
erythrocyte sedimentation rate (ESR), and 
differential leukocyte counts. The control group 
included 10  healthy donors aged from 36 to 
52  years. In vitro experiments were performed to 
assess the erythrocyte electrophoretic mobility 
(EEPM) and morphology of erythrocytes treated 
with epinephrine or cortisol. Results: After the 
treatment, the patients demonstrated a decrease 
in their leukocyte counts (by 27%), a  2-fold 
increase in monocyte counts and an ESR decrease 
(by 10%), compared to the corresponding 
baseline values before treatment (p < 0.05 for all 
comparisons). EEPM increased by 12% (1.37 vs. 
1.22 mcm × cm/V × s, p < 0.05). The erythrocyte pool 
of the patients before treatment, had a decreased 
proportion of discocytes, compared to that in the 

control group (85.2 vs. 95.4%, р < 0.05), increased 
proportions of echinocytes, stomatocytes and 
degenerative forms (11, 2.8 and 1%, respectively, 
р < 0.05). After the treatment, the discocytes 
counts increased virtually up to their physiological 
normal range (91.3%). However, the surface of 
the discoid cells remained heterogeneous with 
multiple microspicules; this resulted in changes 
of electrokinetic and morphological properties 
of erythrocyte response to stress reaction 
occurring in the body. The impact of the stress 
effectors was confirmed in in vitro experiments 
assessing the effects of epinephrine (1 × 10-9 g/mL) 
and cortisol (5 × 10-7  g/mL) on erythrocytes. At 
120  minutes of the experiment, epinephrine 
decreased EEPM (1.14  vs. 1.24  mcm × cm/V × s  at 
baseline, р < 0.05) and increased cell sphericity. 
On the contrary, cortisol increased EEPM (1.72 vs. 
1.36 mcm × cm/V × s, р < 0.05), with non-significant 
echinocytic transformation. Conclusion: 
Biophysical and morphodensitometric parameters 
of red blood cells obtained with the use of current 
express methods of cell microelectrophoresis 
and coherent interference microscopy help 
to objectivize the intensity of stress response 
during a  pathological process and activation of 
adaptation mechanisms during the treatment.

Key words: erythrocytes, microelectrophoresis, 
coherent phase interference microscopy, 
gastrointestinal tract disorders
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Одно из необходимых условий исполь-
зования изделий медицинского назна-
чения для проведения эфферентной 
терапии (в  частности, гемосорбции) 

в клинике – их гемосовместимость. Важным по-
казателем совместимости сорбентов с  кровью 
считается гемолиз эритроцитов, который обычно 
оценивают по максимуму поглощения на длинах 
волн, характерных для гемоглобина. Все гемосо-
рбенты должны быть проанализированы по это-
му показателю. Наряду с сорбционным эффектом 
контактное взаимодействие крови с  сорбента-
ми включает механизмы твердофазной контакт-
ной гемомодуляции, то есть механизмы разви-
тия активационных процессов в  гуморальных 
и клеточных системах крови, что приводит к из-
менению общего эффекторно-регуляторного по-
тенциала активированной крови и  повышению 
эффективности ее воздействия на патологический 

процесс [1]. Данный принцип лежит в основе но-
вой медицинской технологии  – малообъемной 
гемоперфузии, которая не имеет аналогов в  ми-
ровой практике. Методы целевой и регионарной 
малообъемной гемоперфузии доказали свою эф-
фективность при лечении некоторых заболева-
ний [2]. В  настоящее время проводятся работы 
по поиску и  конструированию гемоконтактных 
препаратов (сорбентов), которые должны прояв-
лять максимальное активационное (и  желатель-
но разнонаправленное) воздействие на клеточные 
и гуморальные системы крови и не должны ока-
зывать негативного влияния на кровь человека. 
Предварительные исследования показали, что 
длительный контакт сорбентов с кровью приво-
дит к  гемолизу эритроцитов различной степени 
интенсивности [3]. Гемолиз эритроцитов сопро-
вождается выделением в  плазму крови молекул 
гемоглобина. По степени изменения оптической 

Изменения спектральных характеристик 
плазмы при контакте венозной крови человека 
с гранулированными сорбентами in vitro
Буркова Н.В.1 • Киричук О.П.1, 2 • Романчук Е.В.2 • Даванков В.А.3 • Постнов В.Н.1, 4 • Кузнецов С.И.1

Актуальность. При проведении гемосорбции 
важно не только исследовать сорбционные и ак-
тивационные характеристики гемоконтактных 
препаратов, но и оценить, какое влияние оказы-
вают сорбенты на гомеостатические параметры 
крови. По степени изменения оптической плот-
ности плазмы крови на длинах волн, соответ-
ствующих пикам поглощения гемоглобина (414, 
544 и  577  нм), можно судить об интенсивности 
гемолиза. Цель  – оценить влияние контакта 
трех гранулированных сорбентов (СКТ-6А ВЧ, 
СПС, Силохром С-120) с  венозной кровью чело-
века in vitro на изменения спектральных харак-
теристик плазмы крови. Материал и  методы. 
Гемоконтактное взаимодействие проводили 
в  стендовых условиях с  использованием до-
норской крови в  ротационном режиме. Пробы 
крови брали до начала эксперимента и через 5, 
20, 40 и 60 минут. Спектроскопические исследо-
вания проводили в видимой области света (300–
700  нм) на спектрофотометре UNICO 2802(S). 

Результаты. Взаимодействие сорбента СКТ-6А 
ВЧ с кровью вызывало уменьшение оптической 
плотности плазмы на длине волны 540 нм по срав-
нению с исходными данными уже через 5 минут 
эксперимента на 17,3% (p < 0,05). Снижение по-
казателей оптической плотности при контакте 
крови с  СПС в  течение срока наблюдения со-
ставило от  2,6 до  12,1% (p < 0,05). Сорбционная 
активность СКТ-6А ВЧ и  СПС преобладала над 
лизирующими свойствами. Показатели процент-
ного изменения оптической плотности сорбента 
Силохром С-120 при контакте с  кровью, напро-
тив, возрастали от  25,6 до  38,3% (p < 0,05), что 
свидетельствовало о гемолизе на данном препа-
рате. Исследуемые сорбенты, вызывающие при 
контакте с кровью увеличение степени гемоли-
за, можно расположить в  следующем порядке: 
СПС < СКТ-6А ВЧ < Силохром С-120. Заключение. 
Апробированные сорбенты СКТ-6А ВЧ и СПС мо-
гут быть использованы в качестве гемоконтакт-
ных препаратов при проведении малообъемной 

гемоперфузии. Для практического использова-
ния в клинике наиболее перспективен препарат 
СПС. Сорбент Силохром С-120 требует проведе-
ния химической модификации для улучшения 
свойств гемосовместимости.

Ключевые слова: контактная активация крови, 
углеродный сорбент, сверхсшитый полистирол, 
гемосовместимость, гемолиз, клеточные по-
пуляции крови, спектральные характеристики 
плазмы крови
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плотности плазмы на длинах волн, соответству-
ющих пикам поглощения гемоглобина, можно 
судить об интенсивности гемолиза [4]. В данной 
работе были исследованы изменения оптической 
плотности плазмы крови при длительном (60 ми-
нут) контакте крови человека с гранулированны-
ми сорбентами in vitro.

Цель исследования – оценить влияние контак-
та трех гранулированных сорбентов (СКТ-6А ВЧ, 
СПС, Силохром С-120) с венозной кровью челове-
ка in vitro на изменения спектральных характери-
стик плазмы крови.

Материал и методы
В стендовых условиях исследовали влияние кон-
такта крови с различными по физико-химической 
структуре гранулированными сорбентами на ге-
молиз эритроцитов. В эксперименте использова-
ли венозную кровь здоровых доноров, которую 
получали на станции переливания крови ФГБУ 
«НМИЦ им. В.А. Алмазова» Минздрава России. 
Кровь забирали из локтевой вены в  вакуумную 
пробирку с гепарином лития в объеме 9 мл.

В работе были исследованы три сорбента:
1. СКТ-6А ВЧ – медицинский углеродный ад-

сорбент высокой чистоты, разрешенный к  при-
менению в  клинической практике в  качестве 
гемосорбента и  гемоактиватора при процедуре 
малообъемной гемоперфузии [5].

2. СПС (сверхсшитый полистирол марки 
MN)  – гранулы темно-коричневого цвета раз-
мером 0,3–1,2  мм. Удельная поверхность 800–
1000  м2/г, суммарный объем пор  – 1–1,1  мл/г. 
Поры двух типов: транспортные диаметром 80 нм 
и нанопоры диаметром 1–3 нм. Полимер нейтра-
лен, не содержит функциональных групп, имеет 
гидрофобную поверхность, не меняет объема 
в средах в интервале pH 1–14 независимо от ион-
ной силы раствора.

3. Силохром С-120  – гранулы белого цве-
та неправильной формы размером 0,3–0,5  мм. 
Удельная поверхность гранул  – 130  м2/г, размер 
пор – 28 нм.

Этическая экспертиза. Получено заклю-
чение этического комитета ФГБУ «НМИЦ 
им. В.А. Алмазова» Минздрава России: «Одобрить 
проведение исследований по протоколу проекта 
«Апробация сверхсшитого полистирола (марки 
MN) и силикагелей (Силохрома С-120 и КСК-2) 

в качестве гемоконтактных препаратов в стендо-
вых условиях на базе Центра» (протокол № 154 от 
10.10.2016).

На углеродном сорбенте СКТ-6А ВЧ было вы-
полнено 20 экспериментов, на СПС и Силохроме 
С-120  – по 10  экспериментов. Стендовые экспе-
рименты проводили в  гемоконтактных однора-
зовых шприц-колонках объемом 20 мл. В шприц 
помещали фильтр из нетканого материала и  ка-
проновую сетку, которые плотно фиксировали 
у  торцевой поверхности прижимным кольцом. 
В  колонки загружали гемоконтактные препара-
ты, хранящиеся в 20% растворе этанола, в объеме 
1,8–2 мл. Перед началом работы из колонок удаля-
ли раствор этанола, гемоконтактные препараты 
промывали 3 раза стерильным физиологическим 
раствором (1:10), а  затем еще 3  раза физиологи-
ческим раствором с гепарином (20 ед/мл). После 
этого в шприц-колонку забирали гепаринизиро-
ванную донорскую кровь из вакуумной пробирки 
из расчета «сорбент – кровь» 1:4. Предварительно 
из этой же пробирки отбирали пробу крови «до 
контакта». Загруженные кровью шприцы-ко-
лонки помещали в  горизонтальном положении 
на роторную мешалку и  включали вращение. 
Эксперименты проводили в  течение 60  минут 
при комнатной температуре в постоянном рота-
ционном режиме. Для проведения исследований 
пробы крови забирали из колонки через 5, 20, 
40 и  60  минут от начала контакта с  сорбентом 
в  объеме 1,8–2  мл в  пробирки с  этилендиамин-
тетрауксусной кислотой. Далее цельную кровь 
центрифугировали в  течение 10  минут при ско-
рости 3500  об/мин на лабораторной центрифуге 
Thermo Scientific SL 16 и отделяли плазму крови от 
форменных элементов. Плазму крови разводили 
в пропорции «кровь – физиологический раствор» 
1:29. Спектроскопические исследования прово-
дились в видимой области света (300–700 нм) на 
спектрофотометре UNICO 2802(S).

Гемолитическую активность (ГА) сорбентов 
оценивали в процентах по изменению оптической 
плотности в постконтактных пробах относитель-
но оптической плотности на соответствующих 
длинах волн в пробах до контакта. Числовые зна-
чения рассчитывали по формуле:

ГА = (А - В) / В × 100%, где А – оптическая плот-
ность в исследуемых (постконтактных) пробах на 
соответствующих длинах волн, В  – оптическая 

1  ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр им. В.А. Алмазова» Минздрава России; 197341, Санкт-Петербург, ул. Акку ратова, 2, Российская Федерация
2  ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого»; 195251, г. Санкт-Петербург, ул. Поли техническая, 29, Российская Федерация
3  ФГБУН Институт элементоорганических соединений им. А.Н. Несмеянова РАН; 119334, г. Москва, ул. Вавилова, 28, Российская Федерация
4  ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет» (институт химии); 198504, г. Санкт-Петербург, г. Петергоф, Университетский пр-т, 26, Российская Федерация
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плотность нативной плазмы без контакта с  сор-
бентами (проба «до») на тех же длинах волн [6].

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводили с  использованием прикладных 
пакетов Statistica  7.0 для Windows и  Excel  2013. 
Статистически значимые изменения показателей 
внутри групп оценивали с  помощью t-критерия 
Стьюдента для попарно связанных выборок и кри-
терия Вилкоксона для парных сравнений, стати-
стически значимые различия показателей между 
группами  – с  помощью t-критерия Стьюдента 
для независимых выборок и U-критерия Манна – 
Уитни. Результаты представлены в виде медианы 
и  интерквартильного размаха (25-й и  75-й  про-
центили): Me (25%; 75%). Статистически значимы-
ми считали различия при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
В предварительных экспериментах для всех 
трех гемоконтактных препаратов были исследо-
ваны спектры плазмы крови в  диапазоне длин 
волн 300–700 нм. Для этого были выбраны про-
бы, в которых плазма визуально имела наиболее 
выраженный гемолиз. Это позволило выявить 
длины волн, на которых идет максимум погло-
щения. Дальнейшие исследования всех образцов 
плазмы проводили только на этих длинах волн, 
а не по всему спектру волн видимого диапазона. 
На рис. 1  представлены спектры плазмы крови 
в  пробах «до» контакта с  сорбентом СКТ-6А ВЧ 
и в пробах «5 минут» и «60 минут» после контак-
та (точки «20  минут» и  «40  минут» на рисунках 
не отражены, поскольку они малоинформатив-
ны). На каждом из трех спектров наблюдали рез-
кий максимум поглощения на длине волны около 

414 нм. Этот максимум – отличительный признак 
порфиринового ядра, характерный для молекулы 
гемоглобина [7]. Сравнивая с пробой «до», можно 
отметить, что спектр пробы «5 минут» практиче-
ски не отличался от нее, а в пробе «60 минут» на-
блюдалось значительное увеличение оптической 
плотности в максимуме на 414 нм (p < 0,05).

Спектры плазмы крови, контактировавшей 
с  сорбентом СПС, имели максимумы на длине 
волны 414 нм (рис. 2).

При этом значения оптической плотности 
в пробах «до», «5 минут» и «60 минут» практиче-
ски не различались. Пики поглощения в диапазоне 
540–580 нм отсутствовали. Согласно данным лите-
ратуры, спектр поглощения молекулы гемоглобина 
в оксиформе состоит из трех главных полос: 414 нм 
(полоса Соре), 542–544 нм (β-полоса) и 576–578 нм 
(α-полоса) [7]. Следовательно, можно полагать, что 
при пробе «60 минут» в плазме крови появляются 
молекулы оксигемоглобина. Нарастание концен-
трации оксигемоглобина в венозной крови связа-
но с  присутствием в  колонке атмосферного воз-
духа, из которого кровь насыщается кислородом 
и постепенно артеризуется, то есть увеличивается 
парциальное давление кислорода в крови. Других 
пиков поглощения в  растворе плазмы обнаруже-
но не было, что позволяет говорить об отсутствии 
в  этих пробах дезокси- (полосы поглощения на 
429 и 556 нм) и карбокси-форм гемоглобина (пики 
поглощения на 540 и 570 нм) [8].

Более выраженный эффект наблюдался в спек-
трах плазмы крови после контакта с Силохромом 
С-120 (рис. 3).

В спектре, соответствующем пробе «до», 
присутствовал только пик поглощения, 

Рис. 1. Изменения оптической плотности 
плазмы крови человека в диапазоне длин волн 
300–700 нм при контакте с сорбентом СКТ-6А-ВЧ 
в пробах «до», через «5 минут» и «60 минут» после 
начала эксперимента
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Рис. 2. Изменения оптической плотности плазмы 
крови человека в диапазоне длин волн 300–
700 нм при контакте с сорбентом СПС в пробах 
«до», через «5 минут» и «60 минут» после начала 
эксперимента
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Рис. 3. Изменения оптической плотности плазмы 
крови человека в диапазоне длин волн 300–
700 нм при контакте с сорбентом Силохром С-120 
в пробах «до», через «5 минут» и «60 минут» после 
начала эксперимента
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соответствующий полосе Соре, а  α- и  β-полосы 
отсутствовали. С  увеличением времени прове-
дения экспериментов увеличивалась абсорбция 
на длине волны 414 нм, а также появлялись пики 
поглощения, соответствующие α- и  β-полосам. 
Следовательно, для оценки гемолитической ак-
тивности сорбентов важно учитывать максиму-
мы поглощения на длинах волн, характерных для 
поглощения оксигемоглобина: 414, 544 и 577 нм.

Дальнейшие эксперименты позволили оценить 
степень гемолиза эритроцитов при контактном 
взаимодействии крови с сорбентами. Измерения 
оптической плотности проводили на длинах 
волн, наиболее часто используемых специали-
стами для оценки гемолиза и  соответствующих 
пикам поглощения гемоглобина (414  и  540  нм). 
Анализ полученных спектров на длине волны 
540  нм (рис. 4) показал, что контакт сорбента 
СКТ-6А ВЧ с кровью вызывал уменьшение опти-
ческой плотности плазмы в пробах «5 минут» по 
сравнению с пробой «до» на 17,3% (p < 0,05).

В отрицательном диапазоне также находились 
аналогичные показатели в  других точках иссле-
дования, причем различия между ними не были 
существенными. Необходимо отметить, что все 
исследованные гемоконтактные препараты обла-
дают выраженными сорбционными свойствами, 
а СПС и СКТ-6А ВЧ представляют собой гемосо-
рбенты, которые способны сорбировать многие 
макромолекулы, в том числе и гемоглобин. В этой 
связи результирующий показатель будет склады-
ваться из способности гранул лизировать эритро-
циты и сорбировать их содержимое (гемоглобин). 
При исследовании СКТ-6А ВЧ очевидно, что сор-
бционная активность несколько преобладает над 
лизирующими свойствами угля и остается сбалан-
сированной на протяжении всего эксперимента. 
Исследуемые показатели на двух других сорбентах 
находились в диапазоне выше нуля (см. рис. 4).

Диапазон изменения величины оптической 
плотности при контакте крови с  СПС варьиро-
вал от  2,6 до  12,1%. В  пробе «5  минут» процент 
оптической плотности был равен 12,1%, а в про-
бах «20 минут» и «40 минут» начинали превали-
ровать сорбционные процессы, и  только к  кон-
цу эксперимента показатели составляли 11,6%. 
Следовательно, для сорбента СПС характерно 
преобладание сорбционной активности, а  лизи-
рующий эффект минимален. Силохром С-120 при 
контакте с кровью был более «агрессивен» по от-
ношению к эритроцитам: показатели процентно-
го изменения оптической плотности возрастали 
от 25,6 до 38,3% (p < 0,05), что свидетельствовало 
о гемолизе на данном сорбенте.

Еще более значительные изменения регистри-
ровали в  плазме при контакте Силохрома С-120 
с кровью на длине волны 414 нм (рис. 5). Уже в про-
бе «5  минут» прирост показателей оптической 
плотности составил 144,4%  (p < 0,05), а  в  пробе 
«60 минут» – 418,5% (p < 0,05). На других сорбентах 
данные показатели практически не изменялись. 
Для СПС характерно преобладание сорбционных 
свойств сорбента, регистрируемых на этой длине 
волны. Во всех реперных точках показано сниже-
ние процента изменений оптической плотности, 
которые регистрировались в отрицательной зоне.

На углеродном сорбенте СКТ-6А ВЧ в начале 
эксперимента фиксировали отрицательные по-
казатели, а  к  пробе «60  минут» показатели оп-
тической плотности достигали 14,9%, что сви-
детельствовало о  преобладании сорбционной 
активности над лизирующим эффектом.

Таким образом, предварительные экспери-
менты показали, что при оценке гемолитиче-
ской активности сорбентов важно обращать 

Рис. 4. Изменения 
оптической плотности 
плазмы крови (%) 
на длине волны 
540 нм при контакте 
с сорбентами СКТ- 6А 
ВЧ, СПС и Силохром 
С-120 в течение 
60 минут

Рис. 5. Изменения 
оптической плотности 
плазмы крови (%) 
на длине волны 
414 нм при контакте 
с сорбентами СКТ- 6А 
ВЧ, СПС и Силохром 
С-120 в течение 
60 минут
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внимание на максимумы поглощения на длинах 
волн, характерных для оксигемоглобина: 414, 
544  и  577  нм. Исследуемые нами сорбенты, вы-
зывающие увеличение степени гемолиза, можно 
расположить в  следующем порядке: СПС < СКТ-
6А ВЧ < Силохром С-120.

Наиболее перспективным для использования 
в клинической практике можно считать СПС, так 
как его контакт с  кровью практически не вызы-
вает гемолиза эритроцитов. Кроме того, он обла-
дает активационными свойствами по отношению 
к  гуморально-клеточным компонентам системы 
крови [3]. СКТ-6А ВЧ – сорбент, который уже про-
шел клиническую апробацию и  зарекомендовал 
себя как активационный препарат при исполь-
зовании метода малообъемной гемоперфузии [5]. 
В ряде клиник Санкт-Петербурга при его приме-
нении для целевой и регионарной малообъемной 
гемоперфузии получен выраженный лечебный 
эффект у  пациентов с  критической ишемией 
и  термическими поражениями нижних конеч-
ностей, диабетической стопой, воспалительными 
и  гнойно-некротическими заболеваниями паль-
цев и  кисти [2]. Однако были выявлены и  недо-
статки СКТ-6А ВЧ: углеродные гранулы хрупкие 
и «пылят», а также имеют низкие модификацион-
ные свойства поверхности, что делает невозмож-
ным получение на его основе новых селективных 
гемоконтактных препаратов. Силохром С-120 
также можно рассматривать как потенциальный 
гемоконтактный препарат для малообъемной 
гемоперфузии. Необходимым условием его даль-
нейшего эффективного использования считаем 
определенную химическую модификацию для 
баланса лизирующих и сорбционных свойств.

Известно, что взаимодействие крови с  твер-
дофазными (гранулированными) препаратами 

вне организма в  гемоконтактном устройстве 
изменяет ее физико-химические параметры, 
вызывает образование ряда биоактивных регу-
ляторных и  эффекторных структур [3]. Можно 
утверждать, что проведение целевой химиче-
ской модификации поверхности матриц различ-
ных сорбентов для придания им специфических 
свойств позволит создать линейку гемоконтакт-
ных препаратов, не только обладающих высоки-
ми сорбционными качествами, но и  способных 
индуцировать заданный спектр биологической 
активности в крови.

Заключение
Предварительные эксперименты показали, что 
по динамике оптической плотности плазмы кро-
ви человека в исследуемых участках спектра мож-
но косвенно судить об изменении концентрации 
гемоглобина в плазме и, следовательно, о степе-
ни гемолиза эритроцитов крови при контакте 
с  сорбентом. СКТ-6А ВЧ и  СПС продемонстри-
ровали высокую сорбционную активность, пре-
обладающую над их литическими свойствами, 
и могут быть рекомендованы в качестве гемокон-
тактных препаратов для клинического приме-
нения с  целью качественного и  количественно-
го изменения биоактивных субстанций крови. 
Сорбент Силохром С-120 требует проведения 
дополнительной химической модификации его 
поверхности для улучшения показателей гемо-
совместимости. Эффективность использования 
указанных препаратов в  клинической практике 
при проведении малообъемной гемоперфузии 
можно будет констатировать после дальнейших 
исследований их активационных свойств, ко-
торые позволят оценить спектр индуцируемых 
ими в крови биоактивных соединений. 
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Rationale: During hemosorption procedures, it is 
important to investigate not only the sorption and 
activation characteristics of hemocontact agents, 
but also to assess the effect of sorbents on the pa-
rameters of blood homeostasis. The intensity of 
hemolysis can be judged by the degree of changes 
in optical density of blood plasma at wavelengths 
corresponding to the peak absorption of hemo-
globin (414, 544 and 577 nm). Aim: To assess the 
effect of three granular sorbents (SKT-6A, HPS, 
Silochrome C-120) contacting human venous blood 
in vitro on changes in plasma spectral characteris-
tics. Materials and methods: The blood contact 
was modeled at bench conditions with the use of 
donated blood at rotating mode. Blood samples 
were drawn before the experiment and after 5, 20, 
40, and 60 minutes. Spectroscopic assessment was 
performed in the visible light range (300–700 nm) 
with UNICO 2802(S) spectrophotometer. Results: 
The interaction of the SKT-6A sorbent with blood 
resulted in a 17.3% decrease in the plasma optical 
density at a wavelength of 540 nm, compared to 
baseline, as soon as at 5 minute of the experiment 
(p < 0.05). The decline in optical density imposed 
by the blood contact with HPS ranged from 2.6 to 
12.1%  (p < 0.05) during the observation period. 
The sorption activity of SKT-6A and HPS prevailed 
over their lytic properties. On the contrary, the 

percentage change in the optical density of the 
Silochrome C-120 sorbent during its blood contact 
increased from 25.6 to 38.3% (p < 0.05), indicating 
that this sorbent was inducing hemolysis. The sor-
bents tested can be arranged as follows according 
to their ability to induce hemolysis during their 
contact with blood: HPS < SKT-6A < Silochrome 
C-120. Conclusion: The tested SKT-6A and HPS 
sorbents can be used as blood-contact agents for 
the low volume hemoperfusion. The HPS agent 
seems to be the most promising for routine clinical 
use. The Silochrome C-120 sorbent requires some 
chemical modification to improve its properties of 
hemocompatibility.

Key words: contact blood activation, carbon sor-
bent, hypercross-linked polystyrene, hemocom-
patibility, hemolysis, blood cell populations, plas-
ma spectral characteristics
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Применение метода интерференционной 
микроскопии для изучения структурных 
характеристик дермальных фибробластов 
в культуре

Нефедова И.Ф.1 • Россинская В.В.1

Актуальность. Применение методов элек-
тронной, атомно-силовой и  конфокальной 
микроскопии для скрининга биологически 
активных соединений, изделий медицинского 
назначения и экспресс-диагностики ряда забо-
леваний на клеточном уровне связано с трудо-
емкой и  длительной пробоподготовкой, кото-
рая не исключает возможность погрешностей 
измерений и  возникновения артефактов. Этих 
недостатков лишен метод модуляционной ин-
терференционной микроскопии, позволяющий 
осуществлять неинвазивные исследования 
клеточной структуры, получать изображение 
с  нанометровым разрешением и  проводить 
анализ оптических свойств объекта. Цель  – 
оценить возможность использования метода 
интерференционной микроскопии при изу-
чении морфофункциональных характеристик 
ядер клеток в  культуре на примере дермаль-
ных фибробластов при воздействии митоми-
цином in vitro. Материал и методы. Нативную 
культуру дермальных фибробластов человека 
6-го пассажа, выращенную на стекле с зеркаль-
ным напылением в лаборатории культуры кле-
ток Института экспериментальной медицины 
и биотехнологий ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава 
России, исследовали при помощи модуля-
ционного интерференционного микроскопа 
МИМ-340 (АО «ПО «УОМЗ», Россия). Оценивали 
динамику структурных характеристик ядер 
дермальных фибробластов при воздействии 
митомицином в условиях in vitro. Контрольную 
группу составила культура фибробластов, 
культивированная в  аналогичных условиях на 
стеклах с  зеркальным покрытием без добав-
ления митомицина. Исследования на МИМ-340 
проводили через 3  часа, 1  сутки и  4  суток по-
сле воздействия цитостатиком. Контрольную 

группу исследовали в те же сроки. Результаты. 
Показано, что культура клеток, выращенная 
на диэлектрических стеклах, по морфофунк-
циональным характеристикам не отличается 
от культуры, выращенной на культуральном 
пластике. Тем самым доказана возможность из-
учения адгезивной культуры в нативном состо-
янии с  использованием интерференционной 
микроскопии. Установлено, что на однократ-
ное воздействие митомицином 0,04%  клетки 
отвечают изменением формы на шаровидную 
и резким увеличением фазовой толщины ядер 
(217,8  против 142,18  нм в  контрольной группе, 
p ≤ 0,05). В последующие сроки происходит вос-
становление морфофункциональных характе-
ристик клеток, что подтверждается динамикой 
изменений плотности культуры, формы и  раз-
меров клеток, а также фазовой толщины ядра. 
Заключение. Полученные результаты позво-
ляют рекомендовать метод модуляционной ин-
терференционной микроскопии для изучения 
токсичности и  биосовместимости лекарствен-
ных средств, а  также изделий медицинского 
назначения и  физических факторов, использу-
емых для диагностики и лечения.

Ключевые слова: адгезивная культура, моду-
ляционный интерференционный микроскоп, 
фазовая толщина, пролиферация
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В последние годы широкое распростране-
ние в  медико-биологических исследо-
ваниях получили методы электронной, 
атомно-силовой и  конфокальной ми-

кроскопии. Среди важных приложений таких 
методов следует отметить скрининг биологи-
чески активных соединений, изделий медицин-
ского назначения и  экспресс-диагностику ряда 
заболеваний на клеточном уровне. Однако их 
применение связано с трудоемкой и длительной 
пробоподготовкой, которая, тем не менее, не ис-
ключает возможность погрешностей измерений 
и возникновения артефактов.

Весьма перспективным в этом контексте ока-
зывается метод интерференционной лазерной 
микроскопии, разработанный на основе быст-
родействующих оптических профилометров 
нового поколения [1, 2]. Его уникальная особен-
ность – принципиально новый алгоритм вычис-
ления фазы отраженного от объекта волново-
го фронта, сочетающий в  себе быстродействие 
методов фазовых шагов [3] и  сверхразрешение 
фазометрических методов (метод временных 
интервалов) [4, 5]. Такой подход позволяет осу-
ществлять неинвазивные исследования кле-
точной структуры, получать изображение с на-
нометровым разрешением и  проводить анализ 
оптических свойств объекта [3, 6], максимально 
исключая погрешности и присутствие артефак-
тов. Модуляционная интерференционная ми-
кроскопия уже используется в  изучении таких 
объектов, как клетки крови, опухолевые клетки, 
нейрон-глиальная сеть, а также бактерии и спо-
ры микроорганизмов [7–11].

Скрининг лекарственных препаратов, ма-
териалов, физических факторов диагности-
ки и  лечения часто проводится на адгезивных 
клетках. Для проведения таких тестирований 
разработано и  используется большое количе-
ство разнообразных протоколов. Расширение 
комплекса методов, применяемых в  этих про-
токолах, позволяет полнее оценить результаты 
тестирования. При этом предпочтение следует 
отдавать тем методам, которые не требуют тру-
доемкого подготовительного этапа. В этой связи 
модуляционная интерференционная микроско-
пия представляет большой интерес с точки зре-
ния возможности изучать нативную культуру 
без использования дополнительных окрашива-
ний.

Цель  – оценить возможность использова-
ния метода интерференционной микроскопии 
при изучении морфофункциональных харак-
теристик ядер клеток в  культуре на примере 

дермальных фибробластов при воздействии ми-
томицином in vitro.

Материал и методы
Разработанный АО «ПО «УОМЗ» (Россия) мо-
дуляционный интерференционный микроскоп 
МИМ-340 был передан Институту эксперимен-
тальной медицины и  биотехнологий (ИЭМБ) 
ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России в  рам-
ках договора о временном безвозмездном поль-
зовании в  целях адаптации данного прибора 
для проведения медико-биологических иссле-
дований (Договор № А0104 от 04.05.2015).

Предметом исследования была культура 
дермальных фибробластов человека 6-го  пас-
сажа, выращенная в  лаборатории культуры 
клеток Института экспериментальной меди-
цины и  биотехнологий ФГБОУ ВО СамГМУ 
Минздрава России. Лаборатория соответствует 
требованиям GMP и GLP, оснащена комплексом 
«чистых помещений» класса Б, в  которых раз-
мещено необходимое оборудование, позволяю-
щее создавать зоны чистоты класса А  согласно 
ГОСТ Р ИСО 14644.

Первичный материал получали у  доноров 
с  соблюдением всех требований биоэтики по-
сле подписания информированного согласия 
и  одобрения исследования Комитетом по био-
этике ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России 
(протокол №  184  от 03.05.2017). Фибробласты 
высевали в  дозе 5 × 104  кл/стекло на стериль-
ные диэлектрические стекла (25 × 76  мм) с  зер-
кальным покрытием, которые помещали 
в  стерильные чашки Петри и  заливали пол-
ной ростовой средой (среда 199  – 90%, эм-
бриональная телячья сыворотка  – 10%  (среда 
и  сыворотка  – ООО «БиолоТ», Россия), ген-
тамицин  – 40  мкг/мл). Культивирование про-
водили в  условиях СО2-инкубатора (Sanyo  – 
Incubator, MCO-18AС, Япония) при температуре 
37  °С,  5%  СО2  и  постоянной влажности. Через 
1 сутки после посева, когда клетки сформирова-
ли на стеклах диффузный монослой небольшой 
плотности, из чашек Петри удаляли ростовую 
среду и заменяли ее ростовой средой с содержа-
нием митомицина 0,04%. Через 2  минуты сре-
ду с  митомицином удаляли, стекла однократ-
но промывали раствором Хенкса и  заливали 
полной ростовой средой. Контрольную группу 
составила культура фибробластов, культиви-
рованная в  аналогичных условиях на стеклах 
с зеркальным покрытием без добавления мито-
мицина. Далее препараты обеих групп инкуби-
ровали в указанных выше условиях.
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Исследования на МИМ-340 проводили через 
3 часа, 1 сутки и 4 суток после воздействия ци-
тостатиком. Контрольную группу исследовали 
в те же сроки. При помощи камеры белого света 
оценивали строение и  характер роста фибро-
бластов. С  помощью лазера измеряли попереч-
ные размеры ядер фибробластов и  их фазовую 
толщину.

В эксперименте было задействовано по 
12  стекол в  опытной и  контрольной группах 
(по 4 стекла на каждый срок). В каждом препа-
рате (стекле) измеряли не менее 20 ядер фибро-
бластов.

Результаты были представлены в виде сред-
него арифметического значения (M) и  стан-
дартного отклонения (σ). Для определения 
равнозначности сравниваемых групп исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Статистически 
значимыми считали различия при вероятно-
сти ошибки первого рода менее 0,05  (p < 0,05). 
Статистический анализ проводили с использо-
ванием программы Excel 2010  (Microsoft corp., 
США).

Результаты и обсуждение
Для проведения исследований на МИМ-340 об-
разцы должны быть размещены на диэлек-
трическом стекле с  зеркальным напылением. 
Нативные клетки крови можно наблюдать в пре-
парате, приготовленном методом «раздавленной 
капли». При этом их морфологические характе-
ристики не изменяются, чего нельзя сказать об 
адгезивной культуре. Наш опыт показал, что 
если приготовить такой препарат из суспензии 
фибробластов, при микроскопии визуализиру-
ются «ошаренные» клетки (рис. 1А). В препарате 
мы наблюдаем выпуклые клетки округлой фор-
мы с  трудноразличимым ядром и  оптически 
однородной цитоплазмой. Такая картина не ха-
рактерна для нормальной адгезивной культуры. 
Фибробласты в культуре растут прикрепленны-
ми к  субстрату, по которому распластываются 
и  образуют монослой. При снятии с  субстрата 
в суспензии адгезивные клетки, в том числе фи-
бробласты, принимают компактную функцио-
нальную форму для временного приспособле-
ния к неблагоприятным условиям.

Для того чтобы получить возможность из-
учать нативную культуру в  естественном со-
стоянии с  помощью МИМ-340, было принято 
решение вырастить клетки непосредственно на 
стекле с  зеркальным напылением. Поскольку 
клетки in vitro культивируются только в  сте-
рильных условиях, а  стекла поставляются 

нестерильными, нами был разработан метод их 
стерилизации [12].

После посадки непосредственно на диэлек-
трическое стекло клетки вели себя в принципе 
так же, как при посеве на культуральный пла-
стик. В  положенный срок они прикреплялись 
к  диэлектрическим стеклам, распластывались 
по поверхности, устанавливали контакты меж-
ду отростками, тем самым формируя монослой 
(рис. 1Б). Ввиду более слабого сцепления клеток 

Рис. 1. Адгезивная культура фибробластов: А – в суспензии (без посева); Б – на 
диэлектрическом стекле, 24 часа после посадки. Камера белого света. Окраска трипановым 
синим

А Б

Рис. 2. Нативные фибробласты (время наблюдения – 3 часа): А – контрольная группа;  
Б – опытная группа (после однократного воздействия митомицином)

А Б

Рис. 3. Нативные фибробласты (время наблюдения – 1 сутки): А – контрольная группа;  
Б – опытная группа (после однократного воздействия митомицином)

А Б
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с  зеркальной поверхностью такие показатели, 
как индекс адгезии и время удвоения (отражает 
пролиферативную активность культуры), были 
несколько ниже, чем при росте клеток на куль-
туральном пластике. Индекс адгезии составил 
85 и 96% соответственно, время удвоения через 
2 суток после посева – 35,39 ± 1,17 и 31,35 ± 0,61 ч. 
Время удвоения было стабильным на всем 
протяжении эксперимента, что обеспечило 
прогрессивное увеличение плотности моно-
слоя. При этом до конца эксперимента соот-
ношение живых и  мертвых клеток в  монослое 
на разных поверхностях практически не раз-
личалось и  составило 95,53 ± 1,57%  на зеркале 
и  97,61 ± 2,14%  на пластике [1]. Следовательно, 
требования к условиям работы на МИМ-340 не 
являются препятствием для изучения адгезив-
ных культур клеток в нативном состоянии.

Клетки контрольной группы практически не 
отличались от выращенных на культуральном 
пластике: они имели веретенообразную форму 
(рис. 2А), четко визуализирующееся ядро, от 
1 до 3 отростков, характер роста тоже соответ-
ствовал нормальной культуре.

Уже через 3 часа после однократного воздей-
ствия митомицином большая часть фибробла-
стов теряла отростки и  приобретала округлую 
форму. Целостность монослоя нарушалась, 
клетки на стеклах располагались по одиночке 
или небольшими группами, во многих фибро-
бластах не удавалось визуализировать ядро 
и  цитоплазму. У  ряда фибробластов наблю-
дались выпячивания клеточной мембраны 
(рис. 2Б) с последующим образованием экзосом 
(37,4 ± 1,8%), в  контрольной группе такие явле-
ния определялись значительно реже (1,7 ± 0,2%).

В контрольной группе в последующие наблю-
даемые сроки морфофункциональные характе-
ристики культуры фибробластов соответство-
вали таковым, выращенным на культуральном 
пластике (рис. 3А).

В опытной группе через сутки после воздей-
ствия митомицином уменьшалось количество 
ошаренных клеток (рис. 3Б). Клетки начинали 
распластываться и  приобретать характерную 
для фибробластов форму.

Через 4  суток в  опытной группе клетки 
имели характерную веретенообразную форму 
с  2–3  анастомозирующими между собой от-
ростками, но в отличие от контрольной культу-
ры характер роста был хаотичный. Зарост был 
менее плотный, чем в  контроле. Встречалось 
большое количество фрагментов погибших 
клеток. Количество ошаренных клеток в 3 раза 

превышало аналогичный показатель в  кон-
трольной группе.

Фазовая толщина ядер фибробластов через 
3 часа после воздействия митомицином в опыт-
ной группе значимо увеличивалась (на 53%) по 
отношению к  контрольной (таблица). Это вы-
звано изменением формы клеток и  значитель-
ным уменьшением площади прикрепления их 
к  поверхности стекла. Здесь следует обратить 
внимание на несовпадение терминов «геоме-
трическая толщина» и «фазовая толщина» объ-
екта. Если первый описывает реальную толщи-
ну объекта и  выражается величинами порядка 
мкм, то второй зависит от оптических свойств 
объекта и иммерсионной среды и имеет порядок 
десятков нм [13]. Через сутки этот показатель 
уменьшался на 17% и практически выравнивал-
ся с  контрольным, что связано с  распластыва-
нием клеток и, следовательно, увеличением их 
площади. Через 4  суток фазовая толщина ядер 
фибробластов в  опытной группе возрастала по 
сравнению с предыдущим сроком на 26% и пре-
вышала показатель контрольной группы на 40%.

Таким образом, увеличение фазовой тол-
щины ядер через 3  часа после воздействия ми-
томицином является ответной реакцией фи-
бробластов на данный препарат. Через 1  сутки 
уменьшение средней фазовой толщины ядер 
связано с  преобладанием в  препарате рас-
пластанных клеток, находящихся предполо-
жительно в  премитотической фазе. Изучение 
препаратов при помощи камеры белого света 
в  последующие сроки показало активную про-
лиферацию фибробластов в  опытной группе, 
что подтверждалось высоким показателем фа-
зовой толщины через 4 суток.

Определенную зависимость фазовой толщины 
от этапа жизненного цикла выявила группа уче-
ных при исследовании стадий прорастания спор. 
Споры, прорастая, растворяют наружную обо-
лочку и принимают «распластанную форму» [10]. 
Фибробласты, напротив, готовясь к  митозу, под-
бирают отростки и приобретают округлую форму.

Фазовая толщина ядер дермальных фибробластов при воздействии митомицином,  
M ± σ, нм

Время эксперимента Контроль Опытная группа

3 часа 142,18 ± 41,86 217,8 ± 78,28*

1 сутки 173,56 ± 67,99 186,56 ± 61,72

4 суток 167,78 ± 63,45 235,45 ± 73,90*

* p ≤ 0,05
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Заключение 
Наши исследования убедительно продемонстри-
ровали возможность использования метода ин-
терференционной микроскопии для изучения 
нативных клеток в монослое. Преимущество та-
кого методического подхода – в отсутствии дли-
тельной и трудоемкой пробоподготовки.

Выявленная зависимость фазовой толщины 
ядер дермальных фибробластов от морфофунк-
ционального состояния клеток обосновывает 
информативность данного показателя при изу-
чении адгезивной культуры in vitro.

Полученные результаты дают основание 
предполагать перспективность практического 
применения метода модуляционной интерфе-
ренционной микроскопии при изучении ток-
сичности и  биосовместимости лекарственных 
средств, изделий медицинского назначения, 
а  также физических факторов, используемых 
для диагностики и лечения. При этом дополни-
тельное оснащение МИМ-340  стерильным тер-
мостатом позволит проводить тестирование на 
одних и  тех же культурах в  динамике, что еще 
больше повысит информативность метода. 
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Rationale: The use of electron, nuclear power and 
confocal microscopy for the screening of biolog-
ically active compounds, medical products and 
express diagnostics of some diseases at the cell 
level is associated with labor- and time-consuming 
sample preparation, which cannot exclude poten-
tial measurement errors and artifacts. The modula-
tion interference microscopy does not have these 
disadvantages; it allows for non-invasive studies of 
cell structures, imaging with nanometer resolution 
and analysis of the optical properties of an object. 
Aim: To assess the potential of the interference 
microscopy in the evaluation of morphofunctional 
characteristics of in vitro mitomycin conditioned 
cultured cell nuclei (dermal fibroblasts taken as 
a model). Materials and methods: Native culture 
of human dermal fibroblasts of the 6th passage, 
grown on glass with mirror coating in the cell cul-
ture laboratory of the Institute of Experimental 
Medicine and Biotechnology of Samara State 
Medical University (Russia), was examined with 
a  modulation interference microscope MIM-340 
(JSC PA UOMZ, Russia). Changes over time in the 
structural characteristics of dermal fibroblast nu-
clei conditioned with mitomycin were evaluated. 
The control group included fibroblasts cultured 
in the same conditions on glass with mirror coat-
ing without mitomycin. Imaging with MIM-340 
was done at three hours, one and four days after 
adding the cytostatic. The control group was as-
sessed at the same time points. Results: We have 

shown that the cell culture grown on dielectric 
glasses does not differ in its morphofunctional 
characteristics from the culture grown on culture 
plastics. This proves the possibility to study the 
adhesive native culture using interference mi-
croscopy. We have found that the cells respond to 
a single mitomycin 0.04% exposure with a change 
to a  globular shape and a  sharp increase in the 
nuclear phase thickness (217.8 vs. 142.18 nm in the 
control group, p ≤ 0.05). Thereafter, the morpho-
functional characteristics of the cells are restored, 
which is confirmed by the changes over time in 
the culture density, cell shape and size, and the 
phase thickness of the nucleus. Conclusion: The 
results obtained make it possible to recommend 
the method of modulation interference microsco-
py for evaluation of toxicity and biocompatibility 
of drugs, medical products and physical factors for 
diagnosis and treatment.

Key words: adhesive culture, modulation interfer-
ence microscope, phase thickness, proliferation
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Возрастная динамика продукции 
короткоцепочечных жирных кислот микробиотой 
ротоглотки у пациентов, не имеющих заболеваний 
респираторного тракта и ротовой полости

Затевалов А.М.1 • Селькова Е.П.1 • Гудова Н.В.1 • Оганесян А.С.1

Актуальность. Функциональная активность 
микробиоты верхних дыхательных путей 
и  ротовой полости имеет высокий информа-
тивный потенциал для диагностики инфек-
ционных заболеваний и  разработки профи-
лактических мероприятий, что обусловлено 
быстрой изменчивостью и  высокой активно-
стью бактерий локуса. Цель  – определение 
статистических характеристик концентраций 
и  соотношений короткоцепочечных жирных 
кислот (КЖК) ротоглотки (функциональной 
активности микробиоты ротоглотки) в  зави-
симости от возраста у пациентов, не имеющих 
инфекционных заболеваний верхних дыха-
тельных путей и  ротовой полости. Материал 
и  методы. Методом газожидкостной хрома-
тографии исследованы концентрации КЖК 
в слюне 683 пациентов в возрасте от 1 месяца 
до 85 лет, не имеющих инфекционных заболе-
ваний респираторного тракта и  ротовой по-
лости. Возрастные интервалы с  однородными 
значениями показателей КЖК в  слюне были 
определены путем выявления постоянных 
тенденций средних (медианных) значений 
с  точностью до месяца. Полученные выборки 

показателей для определенных временных 
интервалов сравнивали по критерию Манна  – 
Уитни для порога значимости 95%  (p < 0,05). 
Результаты. Не было выявлено статистиче-
ски значимых различий медианы суммарной 
концентрации КЖК (8,04  (интерквартильный 
размах 4,85–14,22) ммоль/г) и  уксусной кисло-
ты (6,27  (3,79–11,21) ммоль/г) в  слюне для всех 
возрастов от 1  месяца до 85  лет. Для других 
показателей регистрировались 2–3  этапа из-
менений, происходивших в возрасте 4 месяцев 
и  14  лет. По достижению 14  лет концентрации 
пропионовой и  масляной кислот статистиче-
ски значимо увеличивались, а  валериановой, 
капроновой, а  также КЖК с  разветвленной 
цепью  – снижались. Соответственно, после 
14  лет среднее значение структурного индек-
са увеличивалось с  0,25 до 0,27  ед. (p < 0,05). 
Значение индекса изокислот с  возрастом сни-
жалось, изменяясь в 2 этапа: в 4 месяца с 1,89 
до 1,04 ед. (p < 0,05) и далее в 14 лет до 0,74 ед. 
(p < 0,05). Заключение. Стабилизация концен-
траций КЖК в  слюне происходит по достиже-
нии 14  лет. Структурный индекс и  индекс изо-
кислот являются наиболее чувствительными 

к интегральному изменению структуры микро-
биоты. При анализе данных исследования ме-
таболической функции микрофлоры следует 
использовать аппарат математического моде-
лирования и  многомерной статистики в  трех 
возрастных интервалах: с рождения до 4 меся-
цев, от 4 месяцев до 14 лет, от 14 лет и старше. 

Ключевые слова: короткоцепочечные жирные 
кислоты (КЖК), микробиота ротоглотки, воз-
растные концентрации КЖК, функциональная 
активность, дети, взрослые
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О р и г и н а л ь н а я  с т а т ь я

Микробиота верхних дыхательных 
путей выполняет барьерную функ-
цию, защищая хозяина от вирус-
ных и  бактериальных возбудите-

лей, поступающих в организм водным, пищевым, 
контактно-бытовым, воздушно-капельным или 
воздушно-пылевым путем [1, 2]. Это объясняет 
необходимость присутствия устойчивых к  фак-
торам внешней среды и  биологически активных 
видов микроорганизмов, способных к протеоли-
тическому метаболизму.

Вследствие анатомически обусловленной 
разнородности ротовая полость представляет 

собой сложный микробиологический локус [1]. 
Микрофлора, колонизирующая слизистые обо-
лочки и миндалины, поверхности зубов и десне-
вые карманы, значительно различается [3]. В на-
стоящее время получена информация о  более 
300 родов бактерий, выделенных из слюны и зуб-
ных бляшек [3, 4].

Преобла да ющ ие та ксоны п рина д ле-
жат к  Firmicutes (род Streptococcus, семейство 
Veillonellaceae, род Granulicatella), Proteobacteria 
(род Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria (род 
Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes. 
В  мазках со щек обнаруживается меньшее, а  на 
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поверхности зубов  – наибольшее видовое раз-
нообразие [3–5]. Слизистая оболочка щек, мин-
далин и  нёба колонизирована аэробными вида-
ми, в  основном Streptococcus spp., Neisseria spp., 
Corynebacterium spp. Десневая бороздка обосо-
блена от полости рта, здесь преобладают анаэ-
робы, нитевидные и  извитые формы бактерий. 
Ротовая жидкость (слюна и  жидкость десневой 
борозды) является своеобразным буфером, ко-
торый осуществляет взаимосвязь между всеми 
биотопами ротовой полости и  внутреннюю ре-
гуляцию. В большом количестве из нее выделяют 
Veillonella spp., Streptococcus spp., Mycoplasma spp. 
[5]. Значительное скопление (до  108  КОЕ/г) ми-
кроорганизмов локализуется в  зубной бляшке, 
в основном актиномицеты [6, 7]. Количественное 
соотношение представителей нормальной ми-
крофлоры ротовой полости зависит от диеты, ги-
гиены полости рта, заболеваний зубов и верхних 
дыхательных путей.

Подтверждена взаимосвязь между микробио-
логическим состоянием ротовой полости и  за-
болеваниями пародонта [8]. Колонизация поло-
сти рта бактериями с  патогенным потенциалом 
и развитие в ней инфекционного процесса может 
стать источником инфекций нижних дыхатель-
ных путей, септицемии, эндокардита. Имеются 
убедительные данные, указывающие на корре-
ляцию между состоянием микробиоты ротовой 
полости и системными заболеваниями, ревмато-
идным артритом, патологией желудочно-кишеч-
ного тракта, сердечно-сосудистой системы, онко-
логическими заболеваниями, диабетом [9–13].

Короткоцепочечные жирные кислоты (КЖК), 
продуцируемые микробиотой ротовой полости, 
играют важную роль, обеспечивая нормальную 
экологию локуса, препятствуя образованию био-
пленок потенциально патогенных бактерий [14]. 
Вместе с  тем избыточная их продукция может 
способствовать развитию пародонтоза [8].

В этой связи дальнейшее изучение биологиче-
ской роли оральной микрофлоры может быть по-
лезным для определения оптимальных терапев-
тических вмешательств и профилактики многих 
заболеваний человека. 

Использование определения концентраций 
КЖК для интегральной оценки состояния ми-
кробиоты представляется актуальным, посколь-
ку включает информацию о  функциональной 
активности микроорганизмов из всех экологи-
ческих ниш как аэробной, так и  анаэробной ее 
части, а применение проекционных методов мно-
гомерной статистики позволяет определить про-
гноз развития заболеваний на ранних стадиях.

Целью данной работы было определение ста-
тистических характеристик концентраций и  со-
отношений КЖК ротоглотки (функциональной 
активности микробиоты ротоглотки) в  зависи-
мости от возраста у пациентов, не имеющих ин-
фекционных заболеваний верхних дыхательных 
путей и ротовой полости.

Материал и методы
Проведено обсервационное исследование об-
разцов слюны (из биологического банка дан-
ных ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского 
Роспотребнадзора) 683  пациентов в  возрасте от 
1 месяца до 85 лет. В исследование включены об-
разцы слюны, собранные у пациентов, обращав-
шихся в консультативно-диагностический центр 
вышеназванного учреждения в  течение 2011–
2018  гг. Исследование одобрено независимым 
этическим комитетом (протокол № 15 от 2010 г.). 
Перед обследованием пациенты или законные 
представители несовершеннолетних пациентов 
подписали добровольное согласие на обработку 
персональных данных и  были информированы 
о правилах сбора слюны. Слюна собиралась в од-
норазовые лабораторные пробирки натощак или 
не раньше двух часов после еды. Для исключения 
вероятного воспалительного процесса из иссле-
дования исключались пациенты с заболеваниями 
верхних и  нижних дыхательных путей, остры-
ми респираторными заболеваниями и кариесом. 
Гендерные различия не учитывались.

Концентрации КЖК в  слюне определены 
методом газожидкостной хроматографии под-
кисленного супернатанта фильтрата слюны. 
Хроматография проводилась на газовом хрома-
тографе Кристалл 5000.2 методом прямого ввода 
подкисленного супернатанта слюны в  испари-
тель. Использовалась капиллярная кварцевая 
металлизированная колонка с  неподвижной фа-
зой FFPA. Диаметр колонки 0,3  мм, длина 30  м. 
Газ-носитель  – азот. Детектор  – пламенно-ио-
низационный. Режим изотерма 150  °С. Расчет 
концентраций проводился по методу внутрен-
него стандарта (αα-диметилмасляная кислота). 
Идентификация КЖК выполнялась по временам 
удержания пиков [15].

Определение концентраций КЖК проводи-
лось методом прямого ввода пробы в испаритель 
хроматографа. Определяли концентрации в слю-
не уксусной, пропионовой, изомасляной, масля-
ной, изовалериановой, валериановой, изокапро-
новой и капроновой кислот. Доля концентраций 
уксусной, пропионовой, масляной кислот в  их 
сумме характеризует целостность микробного 
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Показатели абсолютного содержания и соотношения короткоцепочечных жирных кислот в слюне у пациентов разных возрастных групп

Показатель / возраст Количество 
исследований

Медиана 
(интерквартильный 
размах)

Дисперсия Стандартная ошибка 
среднего

Стандартное 
отклонение

Общий уровень, ммоль/г

0–85 лет 643 8,038 (4,85–14,22) 242,51 0,615 15,57

Структурный индекс, ед.

0–13 лет 372 0,25 (0,18–0,35) 0,05 0,01 0,22

14–85 лет 269 0,27 (0,19–0,38) 0,11 0,02 0,33

Индекс изокислот, ед.

0–3 мес. 74 1,89 (1,25–2,42) 2,35 0,18 1,53

4 мес. – 13 лет 298 1,04 (0,64–1,85) 1,62 1,27 0,07

14–85 лет 269 0,74 (0,4–1,03) 1,14 0,07 1,07

Уксусная кислота, ммоль/г

0–85 лет 643 6,27 (3,79–11,21) 137,91 0,46 11,74

Пропионовая кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,91 (0,42–1,77) 11,42 0,18 3,38

14–85 лет 269 1,19 (0,7–2,2) 5,68 0,15 2,38

Изомасляная кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,13 (0,08–0,25) 0,42 0,03 0,65

14–85 лет 269 0,07 (0,03–0,17) 0,07 0,02 0,27

Масляная кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,1 (0,06–0,24) 0,49 0,04 0,7

14–85 лет 269 0,22 (0,1–0,5) 0,96 0,06 0,98

Изовалериановая кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,09 (0,05–0,16) 0,12 0,02 0,35

14–85 лет 269 0,07 (0,03–0,17) 0,03 0,01 0,18

Валериановая кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,07 (0,03–0,17) 0,2 0,02 0,45

14–85 лет 269 0,01 (0–0,04) 0,02 0,01 0,12

Изокапроновая кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,03 (0,01–0,1) 0,22 0,02 0,47

14–85 лет 269 0 (0–0,01) 0,002 0,002 0,04

Капроновая кислота, ммоль/г

0–13 лет 372 0,02 (0,01–0,04) 0,02 0,01 0,15

14–85 лет 269 0 (0–0,01) 0,001 0,002 0,03
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Доля уксусной кислоты в сумме «уксусная, пропионовая, масляная кислота», %

0–13 лет 372 86,59 (80,92–89,58) 61,13 0,41 7,82

14–85 лет 269 80,3 (75,37–85,73) 74,95 0,53 8,66

Доля пропионовой кислоты в сумме «уксусная, пропионовая, масляная кислота», %

0–3 мес. 74 12,46 (9,66–17,6) 58,4 0,89 7,64

4 мес. – 13 лет 298 11,25 (7,93–16,16) 38,23 0,36 6,18

14–85 лет 269 16,09 (11,81–19,81) 40,89 0,39 6,39

Доля масляной кислоты в сумме «уксусная, пропионовая, масляная кислота», %

0–3 мес. 74 1,4 (0,62–2,24) 4,15 0,24 2,04

4 мес. – 13 лет 298 1,72 (1,1–2,83) 18,84 0,25 4,34

14–85 лет 269 2,73 (1,54–4,9) 30,28 0,34 5,5

Уксусная кислота, %

0–13 лет 372 79,99 (73,97–85,05) 83,7 0,47 9,15

14–85 лет 269 78,55 (72,23–83,71) 95,75 0,6 9,79

Пропионовая кислота, %

0–13 лет 372 10,78 (7,62–15,65) 38,18 0,32 6,18

14–85 лет 269 15,63 (11,45–19,27) 34,21 0,36 5,85

Изомасляная кислота, %

0–13 лет 372 1,61 (1,04–3,14) 3,82 0,1 1,95

14–85 лет 269 0,94 (0,52–1,65) 2,15 0,09 1,47

Масляная кислота, %

0–13 лет 372 1,56 (0,99–2,54) 14,07 0,19 3,75

14–85 лет 269 2,71 (1,51–4,75) 26,71 0,32 5,17

Изовалериановая кислота, %

0–13 лет 372 1,09 (0,7–1,75) 1,89 0,07 1,38

14–85 лет 269 0,92 (0,45–1,43) 1,12 0,06 1,06

Валериановая кислота, %

0–13 лет 372 0,93 (0,35–2,04) 6,89 0,14 2,63

14–85 лет 269 0,11 (0,05–0,44) 2,35 0,09 1,53

Изокапроновая кислота, %

0–13 лет 372 0,35 (0,14–1,27) 2,99 0,09 1,73

14–85 лет 269 0,05 (0,03–0,09) 0,48 0,04 0,69

Капроновая кислота, %

0–13 лет 372 0,29 (0,13–0,62) 0,24 0,03 0,49

14–85 лет 269 0,05 (0,03–0,08) 0,45 0,04 0,67

Выборки соседних повозрастных подгрупп для каждого показателя статистически значимо отличались друг от друга (p < 0,05, U-критерий Манна – Уитни)
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сообщества [16]. Характеристикой функциональ-
ной активности симбионтной микробиоты слу-
жит структурный индекс, который рассчитыва-
ется как отношение суммы концентраций всех 
компонентов гомологического ряда карбоновых 
кислот от пропионовой до капроновой к концен-
трации уксусной кислоты [16]. Протеолитическая 
активность микробиоты ротоглотки оценивается 
по индексу изокислот, который рассчитывается 
как отношение суммы концентраций изомасля-
ной, изовалериановой, изокапроновой кислот 
к  сумме концентраций масляной, валериановой, 
капроновой кислот в слюне [16].

Статистический анализ. Полученные ре-
зультаты определения концентраций и  соотно-
шений КЖК (функциональной активности ми-
кробиоты ротоглотки) были ранжированы по 
возрасту. Для пациентов в возрасте до 5 лет вре-
менные промежутки с однородными значениями 
показателей были определены путем выявления 
постоянных тенденций средних (медианных) 
значений, усредненных для пациентов одного 
возраста с  точностью до месяца, для пациентов 
старше 5  лет  – с  точностью до 1  года. Для ка-
ждой группы по каждому показателю рассчита-
ли медианное значение и нанесли на графики по 
возрастам. В  результате анализа графиков были 
выделены области, в  которых по медианным 
значениям определялись тенденция и  отличаю-
щийся уровень исследуемого показателя. Далее 
каждую последующую выборку сравнивали 
с предыдущей по U-критерию Манна – Уитни для 
порога значимости 95% (p < 0,05). Если показатель 
не отличался от предыдущего (p > 0,05), времен-
ные интервалы объединяли и рассматривали как 
один временной интервал. Описательная стати-
стика по показателям абсолютной концентрации 
КЖК, расчетных индексов представлена в  виде 
среднего (медианы), нижнего и  верхнего квар-
тилей, стандартного отклонения, стандартной 
ошибки и дисперсии. Для расчетов использовали 
программу Microsoft Excel из пакета программ 
Microsoft Office 2007.

Результаты
Показатели функциональной активности микро-
биоты ротоглотки для разных возрастных групп 
отражены в  таблице. Оказалось, что концентра-
ции КЖК в  слюне имеют высокую дисперсию 
и большой разброс значений. Суммарная концен-
трация КЖК и концентрация уксусной кислоты, 
составляющая 80% в пуле КЖК, не имели стати-
стически значимых различий во всех возрастных 
интервалах всей исследованной выборки. 

Дисперсии концентраций пропионовой, мас-
ляной, валериановой, капроновой кислот и  их 
изомеров существенно ниже, что позволило вы-
явить статистически значимые различия в  двух 
возрастных интервалах: до 13 лет включительно 
и 14–85 лет. Установлено увеличение концентра-
ций пропионовой и масляной кислот и уменьше-
ние продукции кислот с  разветвленной цепью 
(валериановой, капроновой и  изокислот) после 
достижении 14 лет. Наиболее значительно снизи-
лась концентрация изокапроновой (в  5  раз), ва-
лериановой (в 12,7 раза) и капроновой (в 4,4 раза) 
кислот.

Соотношение уксусная / пропионовая / мас-
ляная кислота в возрастном аспекте имело 3 вре-
менных интервала, для которых значения медиан 
были относительно постоянными: до 4 месяцев, 
с  4  месяцев до 14  лет, 14  лет и  старше. Доля ук-
сусной кислоты по достижении 14  лет снижа-
лась с 87 до 80%, а доли пропионовой и масляной 
кислот соответственно повышались. Снижались 
также доли кислот с  разветвленной цепью и  их 
изомеров, что приводило к синхронным измене-
ниям соответствующих индексов (повышению 
структурного и снижению индекса изокислот).

Обсуждение
Микрофлора ротовой полости начинает фор-
мироваться внутриутробно и  развивается па-
раллельно желудочно-кишечному тракту [3]. 
Младенцы колонизируются бактериями вскоре 
после рождения – вертикально (от матери) и го-
ризонтально (из непосредственного окружения). 
Отсутствие зубных рядов у  детей (необходимо-
го условия для существования строгих анаэро-
бов) определяет микробиоценоз с  повышенной 
продукцией уксусной кислоты. В  возрасте до 
4  месяцев в  полости рта преобладают аэробные 
микроорганизмы и  факультативные анаэро-
бы S. salivarius, Lactobacillus spp., Neisseria spp., 
Haemophilus spp., Candida albicans, обнаружива-
ется незначительное количество анаэробов, пре-
имущественно Veillonella spp., Fusobacterium spp. 
[17, 18]. Резкое изменение качественного состава 
микроорганизмов в  момент прорезывания зу-
бов и  введения прикорма приводит к  появле-
нию строгих анаэробов и быстрому нарастанию 
их количества, что отражается на увеличении 
доли продуктов их ферментации. С появлением 
зубов микроорганизмы перераспределяются по 
новым нишам соответственно анатомическому 
строению, снижается интегральная протеоли-
тическая активность микрофлоры ротоглотки, 
как следствие  – уменьшается индекс изокислот. 
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Образованию многочисленных микробных ниш 
с относительно стабильными микробными попу-
ляциями на слизистой оболочке щек, десен, язы-
ка, в десневых карманах и на зубах способствует 
прежде всего доступность пищевого субстрата. 
Эти факторы создают благоприятные условия 
для адгезии, колонизации и размножения аэроб-
ных и  анаэробных микроорганизмов, преиму-
щественно стрептококков (S. salivarius, S. sanguis, 
S.  мutans), лактобацилл (L.  casei, L.  acidophylus, 
L.  salivarius), грамотрицательных анаэроб-
ных и  микроаэрофильных бактерий семейства 
Bacteroidaceae (B.  melaninogenicus и  B.  gingivalis), 
Fusobacterium и  Propionibacteriaceae. Количество 
бактерий родов Spirochaetales и  Bacteroides уве-
личивается в  полости рта примерно к  14  годам, 
что может быть связано с окончанием смены зу-
бов, возрастными сдвигами гормонального фона 
и/или увеличением контактов в  подростковом 
возрасте.

Как показали результаты настоящего иссле-
дования, в слюне доля уксусной кислоты в общем 
пуле КЖК составляет 80%, что выше, чем в  ки-
шечнике, так как в данном локусе больше аэроб-
ных бактерий, продуцирующих уксусную кисло-
ту. По достижении 14 лет доля уксусной кислоты 
снижалась с 87 до 80%. Это указывает на увели-
чение анаэробных бактерий и  отражает микро-
биологические данные, полученные другими ме-
тодами [3, 4]. К  этому же возрасту происходило 
статистически значимое снижение как абсолют-
ной концентрации валериановой,  капроновой 
и  изокислот, так и  их доли в  общем пуле КЖК. 
Продуцентами изоформ КЖК являются анаэ-
робные протеолитические бактерии, активность 
которых подавляется в  условиях более разно-
образной и устойчивой микробиоты.

Изменения функциональной активности 
микробиоценоза ротоглотки происходят в  со-
ответствии с  периодами становления иммун-
ной системы, продукции IgA и  секреции слюн-
ных желез [3, 4]. Концентрация КЖК в  слюне 
значительно ниже, чем в  желудочно-кишечном 
тракте [19], что связано с меньшим количеством 

бактерий, небольшим количеством и  сроком 
пребывания пищевых субстратов в  ротовой 
полости. Эволюционно сложившаяся необхо-
димость микробиоты ротовой полости быстро 
приспосабливаться к  резким изменениям тем-
пературного режима, рН среды, большому коли-
честву чужеродных бактерий, грибов и вирусов, 
служит причиной высокой дисперсии концен-
траций КЖК в слюне [7, 20]. Устойчивость сред-
них значений концентраций КЖК в  слюне для 
разных возрастных групп может быть обуслов-
лена значительным влиянием внешних факто-
ров (постоянным попаданием новых микроор-
ганизмов).

При проведении клинических исследований 
эффективности терапевтических вмешательств 
и при оценке показателей у конкретного пациен-
та для выбора терапии необходимо опираться на 
относительные показатели (профили и  соотно-
шения концентраций КЖК), индексы изокислот 
и структурный индекс, а также использовать ап-
парат математического моделирования и много-
мерной статистики в  3  возрастных интервалах: 
0–4 месяца, 14 месяцев – 14 лет, 14 лет и старше.

Заключение
Концентрации КЖК, их относительное содер-
жание и  структурные индексы, отражающие 
функциональную активность микробиоценоза 
ротоглотки, характеризуются различными кри-
тическими этапами динамических возрастных 
изменений. Для конкретных показателей реги-
стрируется 2–3 этапа изменений, происходящих 
до 4  месяцев, от 4  месяцев до 14  лет и  от 14  лет 
и  старше. Достаточно стабильная структура 
функциональной активности микробиоты ро-
тоглотки устанавливается в  14  лет. Суммарная 
концентрация КЖК и  концентрация уксусной 
кислоты в слюне имеют высокую дисперсию зна-
чений, что не позволяет разделить их концентра-
ции на возрастные интервалы. Структурный ин-
декс и индекс изокислот наиболее чувствительны 
к  интегральному изменению структуры микро-
биоты. 
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Rationale: Functional activity of upper respiratory 
tract and oral microbiota has a high informational 
potential for diagnostics of infectious disease and 
for development of preventive measure, which is 
to be explained by rapid variability and high ac-
tivity of bacteria in this location. Aim: To deter-
mine statistical characteristics of concentrations 
and ratios of the oropharyngeal short chain fatty 
acids (SCFA) (i.e., functional activity of oropharyn-
geal microbiota) depending on age of patients 
without infectious disorder of upper respiratory 
tract and oral cavity. Materials and methods: 
Gas liquid chromatography was used to measure 
SCFA concentrations in saliva from 683  patients 
aged from 1 month to 85 years who did not have 
any infections of respiratory tract and oral cavity. 
Age intervals with homogenous salivary SCFA lev-
els were determined with constant trends in their 
means (medians) with one-month accuracy. The 
resulting parameters for the identified age inter-
vals were compared with Mann-Whitney test at 
95%  significance level (p < 0.05). Results: There 
were no significant differences between medi-
an total SCFA levels (8.04 [4.85; 14.22] mmol/G) 
and median acetic acid levels (6.27 [3.79; 11.21] 
mmol/G) in saliva from patients of all ages from 
1  month to 85  years. For all other parameters, 
from 2 to 3 steps of changes were found that oc-
curred at the age of 4 months and 14 years. After 
the age of 14, the concentrations of propionic 

and butyric acid significantly increased, whereas 
those of valeric and caproic acids, as well as of the 
branched chain SCFA decreased. Correspondingly, 
after the age of  14, the mean structural index 
increased from 0.25 to 0.27  U  (p < 0.05). The iso-
acid index decreased with age in two steps: at 
the age of 4 months from 1.89 to 1.04 U (p < 0.05) 
and later at the age of 14 years to 0.74 U (p < 0.05). 
Conclusion: Salivary SCFA levels become stable at 
the age of 14. The structural index and the isoacid 
index are most sensitive to the integral changes in 
the microbiota composition. Analysis of the results 
of studies on metabolic functioning of microflora 
should be based on mathematic modeling and 
multifactorial statistics in three age intervals: from 
birth to 4 months of age, from 4 months to 14 years 
and over 14 years. 

Key words: short chain fatty acids (SCFA), oro-
pharyngeal microbiota, age-related SCFA levels, 
functional activity, children, adults
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Катехоламины плазмы крови 
у пациентов с ранними нелечеными 
стадиями болезни Паркинсона
 Залялова З.А.1, 2 • Хасанова Д.М.2 • Угрюмов М.В.3

Актуальность. Болезнь Паркинсона (БП)  – 
нейродегенеративное заболевание с  преи-
мущественным вовлечением катехоламин-
продуцирующих нейронов центральной 
и  периферической нервных систем. Учитывая 
относительную доступность и  низкую стои-
мость определения концентраций катехола-
минов в  плазме крови, целесообразно изуче-
ние этих показателей для их использования 
в качестве биомаркеров начальных стадий БП. 
Цель – определение и сопоставление плазмен-
ных концентраций дофамина (ДА), норадре-
налина (НА), L-3,4-дигидроксифенилаланина 
(ДОФА) и  дигидроксифенилуксусной кислоты 
(ДОФУК) у  здоровых добровольцев и  пациен-
тов с начальными стадиями БП при клинически 
дифференцированных акинетико-ригидной 
(АРФ) и дрожательной формах (ДФ). Материал 
и  методы. Проведено наблюдательное одно-
моментное когортное исследование в  период 
с  2012 по 2015  г. В  основную группу посред-
ством сплошного отбора включались пациенты, 
находившиеся на амбулаторном наблюдении 
в Республиканском консультативно-диагности-
ческом центре экстрапирамидной патологии 
и  ботулинотерапии (Казань, Россия), с  впер-
вые клинически выявленной ранней (I и  II  ста-
дии по Хен  – Яру, 1967) БП разного возраста 
и  пола, ранее не получавшие специфическую 

противопаркинсоническую терапию. Группу 
контроля составили относительно здоровые 
добровольцы без клинических признаков БП 
с возможными иными хроническими заболева-
ниями неэкстрапирамидного генеза. Уровни ка-
техоламинов в плазме крови определяли мето-
дом жидкостной хроматографии. Результаты. 
В основную группу исследования были включе-
ны 130 пациентов с впервые установленным ди-
агнозом БП (средний возраст 59,34 ± 8,42  года, 
45,38%  мужчин), не леченные ранее. Группу 
контроля составили 56 человек, сопоставимых 
по возрасту и  полу. Распределение пациентов 
по формам и  стадиям БП: ДФ БП  – 56,9%, АРФ 
БП  – 43,1%; I  стадия  – 76,9%, II  стадия  – 23,1%. 
В  плазме крови пациентов с  БП по сравнению 
с  контролем отмечено снижение концентра-
ции НА вне зависимости от формы и  стадии 
(95% доверительный интервал = 124–216 и 248–
428  пкг/мл соответственно, р < 0,026). Уровень 
ДОФА был снижен только у  пациентов с  АРФ 
БП (р = 0,017), уровень ДОФУК  – у  пациентов 
со II стадией БП (р = 0,008). Соотношение по-
казателей ДА:НА:ДОФА:ДОФУК составило 
в  среднем 1:32:105:64 в  группе контроля про-
тив 1:62:238:88 у  пациентов с  ДФ БП (различие 
статистически значимо для НА, ДОФА, р < 0,05) 
и  1:29:96:32 при АРФ БП (p > 0,05). У  здоровых 
добровольцев изменения концентрации ДОФА 

определяют 84%  изменчивости концентраций 
ДА и  НА; взаимосвязи уровня ДОФУК с  дру-
гими катехоламинами крови не обнаружено. 
Пациенты с  БП, наоборот, вне зависимости от 
формы и  стадии болезни имеют прямую взаи-
мосвязь уровня ДОФУК с уровнем ДА (p < 0,04). 
У пациентов с ДФ БП сохраняется прямая зави-
симость плазменных концентраций НА и ДОФА 
(p < 0,05). Заключение. Полученные результаты 
по абсолютным и  относительным показателям 
основного обмена катехоламинов у пациентов 
с БП начальных стадий поддерживают гипотезу 
о различном патогенезе дрожательной и акине-
тико-ригидной форм заболевания. 

Ключевые слова: болезнь Паркинсона идио-
патическая, дрожательная форма болезни 
Паркинсона, акинетико-ригидная форма болез-
ни Паркинсона, катехоламины, биомаркеры
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Болезнь Паркинсона (БП)  – полисимптом-
ное нейродегенеративное заболевание, раз-
вивающееся в результате мультисистемной 
дегенерации преимущественно моноами-

нергических нейронов [1] и  характеризующееся 
целым спектром как двигательных, так и недвига-
тельных клинических проявлений [2]. Установлено, 
что патологический нейродегенеративный процесс 

при БП является системным и  нарушает обмен 
всех катехоламинов в разных структурах головно-
го мозга с преимущественным вовлечением дофа-
минергических и  норадренергических нейронов 
[3, 4]. Поскольку патологический процесс при БП 
не ограничивается мозгом, важным представляет-
ся изучение функционального состояния перифе-
рических органов, синтезирующих катехоламины 
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[5]. Предпринимаются попытки использовать 
в  качестве биологических маркеров БП уровень 
концентрации катехоламинов и  их производных 
[6]. Определение их в спинномозговой жидкости, 
которое ранее рассматривалось как наиболее спе-
цифичный лабораторный критерий диагности-
ки БП, сопряжено с манипуляционными рисками 
и высокой стоимостью процедуры [7]. В качестве 
биомаркеров начальных стадий БП остаются при-
влекательными плазменные концентрации кате-
холаминов в связи с относительной доступностью 
и дешевизной метода [5].

Основной целью настоящего исследования 
было определение уровня основных катехолами-
нов – дофамина (ДА), норадреналина (НА), L-3,4-
дигидроксифенилаланина (ДОФА) и  дигидрок-
сифенилуксусной кислоты (ДОФУК)  – в  крови 
нелеченых пациентов с начальными стадиями БП 
(I и II стадии по Хен – Яру), а также сопоставление 
с  уровнями катехоламинов здоровых людей того 
же возраста и пола.

Материал и методы
Исследование представляет собой часть работы 
«Способ диагностики преклинической стадии 
болезни Паркинсона» – проекта, победившего на 
конкурсе «Выполнение научно-исследовательских 
и  опытно-конструкторских работ по приоритет-
ным направлениям развития науки и  техники» 
в  рамках реализации программы «СТАРТ-2011». 
Дизайн исследования предусматривал сопостав-
ление клинических и лабораторных данных паци-
ентов с БП в зависимости от пола, формы и ста-
дии заболевания как внутри основной группы, так 
и с группой контроля.

В  основную группу посредством сплошного 
отбора включались пациенты, находившиеся на 
амбулаторном наблюдении в  Республиканском 
консультативно-диагностическом центре экс-
трапирамидной патологии и  ботулинотерапии 
(РКДЦЭПиБТ, Казань, Россия), с впервые клини-
чески выявленной ранней (I и II стадии по Хен – 
Яру) БП разного возраста и пола, которые ранее не 
получали специфическую противопаркинсониче-
скую терапию. Группу контроля составили отно-
сительно здоровые добровольцы без клинических 
признаков БП с возможными иными хронически-
ми заболеваниями неэкстрапирамидного генеза, 
отбиравшиеся на базах Госпиталя ветеранов войн 
(отделения кардиологии) и РКДЦЭПиБТ в период 
с 2012 по 2015 г. Пациенты обеих групп не имели 
тяжелых соматических заболеваний. Все пациен-
ты, участвовавшие в  исследовании, подписывали 
информированное согласие.

Для клинической оценки участников исследо-
вания использовали индивидуальные регистра-
ционные карты, включающие паспортные и ана-
мнестические данные. Клинико-неврологическое 
исследование проводили по стандартной мето-
дике. Болезнь Паркинсона оценивали по обще-
принятой стандартной шкале UPDRS (Unified 
Parkinson’s Disease Rating Scale), шкале Хен – Яра 
(1967). При клинической оценке состояния боль-
ных уточнялась и  клиническая форма заболе-
вания: преимущественно акинетико-ригидная 
(АРФ БП) или преимущественно дрожательная 
(ДФ БП). Кроме того, пациенты с БП были разде-
лены на группы в зависимости от стадии по клас-
сификации Хен  – Яра: I  и  II  стадии. Пациенты 
с  более тяжелыми стадиями БП по шкале Хен  – 
Яра в исследование не включались.

Основной конечной точкой исследования 
было определение концентраций основных кате-
холаминов плазмы крови участников исследова-
ния. Методика забора крови на определение уров-
ня катехоламинов состояла в  следующем: кровь 
из локтевой вены (около 5  мл) собиралась в  ва-
кутейнеры с калиевой солью ЭДТА в 8:00 и сразу 
центрифугировалась при охлаждении до -40  °C 
и  2500  об/мин в  течение 20  минут. Полученная 
сыворотка переносилась пипеткой в другую пла-
стиковую пробирку и хранилась в течение 1 суток 
при температуре от +2 до +80 °C. Затем во ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В.  Закусова» 
(Москва, Россия) методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с  электрохимиче-
ской детекцией определялись уровни концентра-
ции ДА, НА, ДОФА, ДОФУК и индекс утилизации 
дофамина (ДОФУК/ДА).

Этическая экспертиза. Проведение иссле-
дования было одобрено локальным этическим 
комитетом ФГБОУ ВО «Казанский государствен-
ный медицинский университет» Минздрава 
России (протокол заседания № 8 от 23.10.2012).

Статистический анализ. Расчет мощности 
выборки проводили исходя из уровня заболева-
емости БП в республике Татарстан и г. Казани – 
17 вновь выявленных случаев БП на 100 тыс. на-
селения (по данным РКДЦЭПиБТ [8]), а также из 
условия ошибки выборки не более 5%. Оценку 
результатов исследования проводили с помощью 
программного обеспечения Statistica 12.0 (StatSoft, 
США), Microsoft Excel 2016 (Microsoft, США). Для 
оценки связи между признаками непараметриче-
ских данных применяли коэффициент ранговой 
корреляции Спирмена (r), критерии вероятности 
корреляции Кендалла (τ) и  γ-коэффициент; для 
параметрических данных  – критерий Пирсона. 
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Статистическая значимость полученных изме-
рений при сравнении средних величин опреде-
лялась по критерию Стьюдента (t) с вычислением 
вероятности ошибки (р) при проверке нормаль-
ности распределения и  равенства генеральных 
дисперсий. За статистически значимые измене-
ния принимали уровень достоверности р < 0,05. 
Проверку статистической значимости непара-
метрических данных (в том числе номинальных 
и  категориальных величин) проводили с  помо-
щью критериев Краскела  – Уоллиса и  Манна  – 
Уитни с  установлением уровня достоверности 
р < 0,05. С  помощью программного обеспечения 
Statistica также был проведен многомерный дис-
персионный анализ (ANOVA) с  построением ге-
нерализованных нелинейных моделей, линейный 
регрессионный анализ и  анализ методом логи-
стической регрессии.

Результаты
В  исследование были включены 186  человек: 
130 пациентов основной группы с впервые уста-
новленным диагнозом БП, не леченных ранее, 
и 56 добровольцев группы контроля. В основной 
группе было 59 (45,38%) мужчин и 71 (54,62%) жен-
щина, средний возраст составил 59,34 ± 8,42 года 
(от 37 до 82 лет). В группе контроля было 23 (41,1%) 
мужчины и  33  (58,9%) женщины, средний воз-
раст – 58,8 ± 9,8 года (от 36 до 85 лет). Группы иссле-
дования были сопоставимы по полу и возрасту.

Среди пациентов с БП 74 (56,9%) имели ДФ БП 
и 56 (43,1%) – АРФ БП; с I стадией БП по Хен – Яру 
было 100 (76,9%) человек, со II стадией – 30 (23,1%).

Анализ концентрации каждого катехоламина 
при БП выявил ряд существенных особенностей 
по сравнению с контролем (табл. 1). 

Несмотря на более низкий уровень ДА и мень-
ший размах возможных значений ДА в  плаз-
ме крови пациентов с  БП (11,8 ± 15,9  против 
18,5 ± 24,4  пкг/мл), статистически значимых раз-
личий в двух группах получено не было (р > 0,05). 
Форма и стадия заболевания также не влияли на 
уровень статистической значимости результатов 
сравнения (р > 0,05). Доверительные интервалы 
(95%  ДИ) у  пациентов с  БП и  группы контроля 
перекрываются, что не позволяет определить 
пороговое для диагностики значение ДА (рис. 1). 
Анализ зависимости уровня ДА от возраста об-
следуемых показал, что только здоровые добро-
вольцы имели обратную среднюю корреляцию 
между этими параметрами (r = -0,415). Для па-
циентов с  БП вне зависимости от пола, формы 
и стадии заболевания такой корреляции не обна-
ружено (r = 0,056). Множественный регрессион-
ный анализ также показал значимую обратную 
взаимосвязь возраста здоровых добровольцев 
с  концентрацией ДА в  плазме крови (р = 0,0256, 
F = 5,668, Mult. R = 0,44). Следовательно, уровень 
ДА в  плазме крови у  пациентов с  БП не связан 
с возрастом и не может быть объяснен функцио-
нальным угасанием дофаминергической системы 
в отличие от здоровых добровольцев, у которых 
отмечено возрастное снижение этого показателя.

Что касается уровня НА, он у пациентов с БП 
был статистически значимо ниже, чем в контро-
ле (р = 0,0008). При этом относительно контроля 
уровни концентрации НА оставались низкими 
у  больных и  с I  стадией БП (р = 0,0045), и  со  II 
(р = 0,026), а также для ДФ БП (р = 0,014) и для АРФ 
БП (р = 0,0049). При сравнении форм БП между 
собой выявлено выраженное снижение уровня 
НА у  пациентов с  АРФ БП (р = 0,049), при этом 
наблюдалась тенденция к  увеличению данного 
различия по мере прогрессирования заболева-
ния (статистическая значимость не установле-
на из-за небольшой степени свободы расчетов). 
Таким образом, нами обнаружено резкое сни-
жение уровня концентрации НА в  крови паци-
ентов с  БП вне зависимости от формы и  стадии 
заболевания (рис. 2). В  связи с  этим был прове-
ден анализ плазменной концентрации НА у  до-
бровольцев группы контроля и  пациентов с  БП 
с  расчетом ДИ. Выяснилось, что 95%  пациентов 
с  БП имели значения уровня концентрации НА 

Таблица 1. Уровень катехоламинов в плазме крови пациентов с болезнью Паркинсона 
и здоровых добровольцев

Группа Показатель, пкг/мл (референсные значения*)

ДА
(10–100)

НА
(95–450)

ДОФА
(300–2800)

ДОФУК
(320–9600)

Контроль (n = 31) 18,5 ± 24,4 317,1 ± 244,8 1110,1 ± 1051,5 748,6 ± 683,6

БП (n = 45) 
I стадия** (n = 33) 
II стадия (n = 12)

11,8 ± 15,9
140 ± 17,6
6,4 ± 7,5

161,8 ± 131,9†

169,3 ± 137,8†

144,7 ± 113,9†

699,0 ± 973,1
781,8 ± 1109,1
496,1 ± 337,6

433,4 ± 547,7†

529,0 ± 589,3
171,3 ± 294,9†

ДФ БП (n = 28) 
I стадия (n = 19) 
II стадия (n = 9)

13,6 ± 19,1
16,2 ± 21,6
7,1 ± 9,1

184,8 ± 129,8†

181,2 ± 140,5
193,7 ± 106,4†

866,3 ± 1158,5
969,9 ± 1348,4
607,1 ± 365,9

541,6 ± 607,8
661 ± 654,8
243,2 ± 344,5

АРФ БП (n = 17) 
I стадия (n = 13) 
II стадия (n = 4)

9,3 ± 7,7
10,7 ± 8,3
4,9 ± 2,8

125,9 ± 128,4†

150,3 ± 137
46,8 ± 44,2†

441,0 ± 446†

492,3 ± 501,3
274,3 ± 83,1

255,5 ± 383,5†

325,7 ± 416,3
27,6 ± 26

БП – болезнь Паркинсона, ДФ БП – дрожательная форма болезни Паркинсона, АРФ БП – акинети-
ко-ригидная форма болезни Паркинсона, ДА – дофамин, НА – норадреналин,  
ДОФА – L-3,4-дигидроксифенилаланин, ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота
 *  Нормы лаборатории определения (ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова»)
**  Стадия БП по Хен – Яру (1967)
 † р < 0,05 при сравнении с группой контроля
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в  пределах 124–216  пкг/мл (для пациентов с  ДФ 
БП – 125–216 пкг/мл и с АРФ БП – 53–158 пкг/мл, 
р > 0,05); 95% исследуемых из группы контроля – 
248–428 пкг/мл (рис. 3). Полученные данные мож-
но использовать для определения референсных 
значений уровня НА при сомнительном клини-
ческом диагнозе БП. Соответственно, выявлен-
ные закономерности могут служить основанием 
для выделения НА в качестве биомаркера БП.

Статистически значимое снижение уровня 
ДОФА по сравнению с контролем отмечено толь-
ко в группе АРФ БП (р = 0,017; рис. 4). Плазменная 
концентрация ДОФУК была статистически зна-
чимо снижена в  общей группе пациентов с  БП 
по сравнению с контролем (р = 0,035). При этом 
относительно контроля уровень ДОФУК в плазме 
крови пациентов с  БП оставался статистически 

значимо ниже лишь у пациентов со II стадией БП 
(р = 0,008), но не с I стадией (р = 0,18), тогда как при 
АРФ БП этот показатель был снижен (р = 0,012) 
вне зависимости от стадии заболевания (рис. 5). 
Таким образом, у  пациентов с  БП средний уро-
вень ДОФУК достоверно ниже. Анализ в группах 
с расчетом ДИ показал, что 95% пациентов с БП 
имели значения уровня концентрации ДОФУК 
в пределах 232–507 пкг/мл (с ограничениями, так 
как ДИ концентрации ДОФА у  пациентов с  ДФ 
БП 222–653 пкг/мл может перекрывать нормаль-
ные значения; ДИ для пациентов с АРФ БП соста-
вил 25–404 пкг/мл); 95% исследуемых из группы 
контроля имели значения уровня концентра-
ции ДОФУК в  пределах 561–954  пкг/мл. Этими 
данными можно руководствоваться для опре-
деления референсных значений уровня ДОФУК 
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в  случае сомнительного клинического диагноза 
БП (рис. 6). Кроме того, ДОФУК может выступать 
поддерживающим фактором при использовании 
НА в качестве биомаркера БП.

Для оценки взаимосвязи показателей кон-
центрации катехоламинов в  плазме крови был 
проведен анализ их соотношения с расчетом от-
носительных величин: уровень ДА был принят 
за единицу, остальные показатели вычислены 
по отношению к  нему (табл. 2). У  обследован-
ных из группы контроля соотношение показате-
лей ДА:НА:ДОФА:ДОФУК в  среднем составило 
1:32:105:64. Статистически значимых различий 
между основной группой (все пациенты с  БП) 
и  контрольной по этому параметру не получе-
но. Анализ по гендерному признаку также раз-
личий с  контролем не выявил. Что касается 
форм БП, увеличение соотношения показателей 
ДА:НА:ДОФА:ДОФУК обнаружено только для 
пациентов с  ДФ БП  – 1:62:238:88, при этом раз-
личие было статистически значимым для НА 
и ДОФА (р < 0,05). Такое изменение соотношения 
показателей у пациентов с ДФ БП может говорить 
о  компенсаторных механизмах у  этих больных 
(рис. 7).

Анализ соотношения показателей катехола-
минов, проведенный в  подгруппах исследова-
ния, показал отсутствие различий в зависимости 
от пола, но не от стадии и  формы заболевания. 
У  пациентов с  ДФ БП отмечено статистически 
значимое увеличение соотношения концентра-
ции НА/ДА в  4,5  раза (р = 0,035) и  концентра-
ции ДОФА/ДА в 5 раз (р = 0,022) во II  стадии по 
Хен  – Яру по сравнению с  группой контроля. 
Одновременно наблюдалось резкое снижение 

показателей соотношения других определяемых 
в крови катехоламинов к ДА у пациентов со II ста-
дией АРФ БП, однако различие не было статисти-
чески значимым (р = 0,07), что можно объяснить 
недостаточным количеством степеней свободы 
(рис. 8). Анализ соотношения ДОФУК/ДА (отра-
жает скорость утилизации ДА) выявил некото-
рые противоречия. Так, если у пациентов с АРФ 
БП показатель утилизации ДА последовательно 
снижался (в среднем составил  40 для больных 
с I стадией и 8,8 – со II) по сравнению с контро-
лем (64  в  среднем), то у  пациентов с  ДФ БП он, 
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Таблица 2. Соотношение концентраций катехоламинов в крови и дофамина у пациентов 
с болезнью Паркинсона и здоровых добровольцев

Группа ДА НА ДОФА ДОФУК

Контроль 
женщины 
мужчины

1
1
1

32
33
32

105
116
106

64
70
64

БП 
женщины 
мужчины 
I стадия* 

II стадия

1
1
1
1
1

50
73
23
31
100

182
262
86
107
374

63
82
39
54
85

ДФ БП 
I стадия 
II стадия

1
1
1

62
29
145

238
108
530

83
65
123

АРФ БП 
I стадия 
II стадия

1
1
1

29
34
12

96
105
64

32
40
9

БП – болезнь Паркинсона, ДФ БП – дрожательная форма болезни Паркинсона, АРФ БП – аки-
нетико-ригидная форма болезни Паркинсона, ДА – дофамин, НА – норадреналин, ДОФА – 
L-3,4-дигидроксифенилаланин, ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота
* Стадия БП по Хен – Яру
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наоборот, увеличивался (в среднем 65  для боль-
ных с  I  стадией и  123  – со  II). Установлено, что 
95% пациентов с ДФ БП имели значения скорости 
утилизации ДА в пределах 35,69–148,78, а с АРФ 
БП  – 9,37–50,91, тогда как 95%  исследуемых из 
группы контроля имели значения ДОФУК/ДА 
в  пределах 35,12–102. Соответственно, можно 
говорить о  разнонаправленном изменении ско-
рости утилизации ДА в  зависимости от формы 
БП (рис. 9). Одно из объяснений этого феноме-
на  – различия в  патофизиологии подтипов БП. 
У пациентов с ДФ БП концентрация ДА в крови 
снижается, при этом другие звенья дофаминер-
гического метаболизма не страдают, а  возмож-
но, даже пытаются скомпенсировать дофами-
новый дефицит. Данные изменения могут быть 

обусловлены как генетической предиспозицией, 
так и  средовыми факторами, что требует даль-
нейшего изучения. У пациентов с АРФ БП проис-
ходит одновременное снижение всех показателей 
дофаминергического обмена. Предположительно, 
это свидетельствует об истощении систем синте-
за и утилизации. Таким образом, показатель ско-
рости утилизации ДА может помочь в формиро-
вании прогноза заболевания.

Мы провели множественный регрессион-
ный анализ, позволивший определить профиль 
зависимости концентраций катехоламинов 
в  крови у  пациентов разных групп. У  здоровых 
добровольцев была выявлена прямая статисти-
чески значимая взаимосвязь концентраций ДА 
и  ДОФА в  плазме крови (p = 0,013), уровня НА 
и ДОФА (p = 0,014). Согласно полученным резуль-
татам, более 84%  изменчивости концентраций 
ДА и  НА объясняется изменениями концентра-
ции предшественника данных катехоламинов. 
При этом уровни ДА и НА связаны между собой 
статистически значимой обратной взаимосвязью 
(р = 0,004). Так, увеличение концентрации НА ве-
дет к снижению концентрации ДА, что, вероятно, 
указывает на буферную роль ДА в плазме крови. 
Уровень ДОФУК не имел корреляции с уровнями 
других катехоламинов. В литературе описано от-
сутствие связи концентрации ДОФУК с другими 
катехоламинами в плазме крови здоровых людей 
[5, 8, 9].

У пациентов с  БП происходит выраженное 
изменение нормальных взаимосвязей концен-
траций катехоламинов в  крови. Все пациенты 

Рис. 8. Показатели соотношения дофамина (ДА), норадреналина (НА), L-3,4-
дигидроксифенилаланина (ДОФА) и дигидроксифенилуксусной кислоты (ДОФУК) 
у пациентов с дрожательной (ДФ БП) и акинетико-ригидной (АРФ БП) формами болезни 
Паркинсона в зависимости от стадии по Хен – Яру; * p < 0,05 при сравнении с контролем
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с БП вне зависимости от формы и стадии болез-
ни имели прямую значимую взаимосвязь уровня 
ДОФУК с  уровнем ДА (p < 0,04): 62%  изменчи-
вости концентрации ДОФУК у  пациентов с  ДФ 
и 78% изменчивости концентрации ДОФУК у па-
циентов с АРФ БП связано с изменением концен-
трации ДА в плазме крови. Данный факт говорит 
о  повышенном уровне деградации ДА, который 
может влиять на уровень концентрации ДОФУК 
в крови, в норме не подверженный такому влия-
нию. У пациентов с АРФ БП других взаимосвязей 
уровня концентрации катехоламинов обнаруже-
но не было. В группе ДФ БП была выявлена значи-
мая обратная взаимосвязь уровней ДА и  ДОФА 
в  крови пациентов (r = -0,4399, p = 0,047), что, ве-
роятно, свидетельствует об усилении синтеза 
ДА из неизменных запасов ДОФА в  организме. 
Следовательно, при ДФ БП происходит усиле-
ние обмена катехоламинов с целью компенсации 
нехватки основного нейромедиатора. При этом 
у пациентов с ДФ БП, как у здоровых доброволь-
цев, сохраняется прямая статистически значимая 
зависимость уровней НА и ДОФА в плазме крови 
(p < 0,05). Таким образом, результаты многомер-
ного регрессионного анализа также позволяют 
сделать вывод о  различиях в  изменении обмена 
катехоламинов у  пациентов в  зависимости от 
формы БП.

Обсуждение
Полученные нами основные результаты, а имен-
но: отсутствие снижения концентрации пред-
шественника дофамина – ДОФА – и его метабо-
лита  – ДОФУК  – на I  стадии у  всех пациентов 
с БП и снижение концентрации ДОФА и ДОФУК 
в плазме у пациентов со II стадией АРФ БП, рез-
кое снижение уровня концентрации НА в плазме 
крови пациентов с БП, более значительное у па-
циентов с  АРФ БП, а  также разнонаправленное 
изменение относительных показателей катехо-
ламинов в плазме крови при разных формах БП 
требуют их раздельного рассмотрения при АРФ 
БП и ДФ БП. 

Выявленные особенности уровней катехола-
минов в плазме крови пациентов с БП по сравне-
нию с контролем позволяют сделать предположе-
ния о  возможном патогенезе данных различий. 
Во всех группах пациентов, разделенных по 
признаку пола, формы или стадии БП, отмече-
но снижение концентрации ДА в  крови, но ни 
в  одном из случаев оно не было статистически 
значимым. В ряде подгрупп это может быть свя-
зано с недостаточным объемом выборки пациен-
тов и  нуждается в  дополнительной проверке на 
большем объеме пациентов. Вероятно, стабили-
зация уровня ДА в плазме крови происходит за 
счет компенсаторных механизмов. Одним из них 
может быть наличие дополнительных источни-
ков ДА на периферии: APUD-клетки, локализо-
ванные в разных органах человека и нейроэндо-
кринные хромаффинные клетки мозгового слоя 
надпочечников содержат ферменты, необходи-
мые для синтеза ДА из тирозина [10–12]. Они 
могут служить своеобразной нейроэндокринной 
буферной системой. Аналогично, отсутствие 
статистически значимого снижения концентра-
ции ДОФА и ДОФУК на I стадии БП у пациентов 
как с  АРФ БП, так и  с ДФ БП обусловлено ком-
пенсаторными возможностями дополнительных 
дофаминергических клеток на периферии. Ко 
II стадии у пациентов с АРФ БП эти возможно-
сти истощаются – тогда наблюдается статистиче-
ски значимое снижение концентрации ДОФУК 
и  ДОФА в  плазме крови. У  пациентов со II  ста-
дией ДФ БП такого снижения не происходит, что 
свидетельствует о  сохранных компенсаторных 
возможностях организма.

Обнаруженное нами резкое снижение уровня 
концентрации НА в плазме крови пациентов с БП 
вне зависимости от формы и стадии заболевания 
согласуется с теорией H. Braak и соавт. о последо-
вательном каудо-ростральном поражении голов-
ного мозга при БП с более ранней дегенерацией 

Таблица 3. Клинико-лабораторная дифференциальная диагностика дрожательной 
и акинетико-ригидной форм болезни Паркинсона

Признак ДФ БП АРФ БП

I стадия* II стадия I стадия II стадия

Возраст начала БП, годы 63,73 ± 7,19 57,5 ± 8,83

НА  

 –  

ДОФА – 

–   

ДОФУК – 

–   

ДА:НА:ДОФА:ДОФУК 1:62:238:82 1:29:96:32

1:29:108:65 1:145:530:123 1:34:105:40 1:12:64:9

БП – болезнь Паркинсона, ДФ БП – дрожательная форма болезни Паркинсона, АРФ БП – акинети-
ко-ригидная форма болезни Паркинсона, ДА – дофамин, НА – норадреналин, ДОФА – L-3,4-дигидро-
ксифенилаланин, ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота;  – показатель снижен,  – показа-
тель снижен выраженно
* Стадия БП по Хен – Яру
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голубого пятна по сравнению с черной субстан-
цией [13]. Теория «двойного удара» предполагает 
поражение симпатических нервов перифериче-
ской нервной системы [14], которые являются од-
ним из ключевых источников НА плазмы крови, 
что также соотносится с  результатами нашего 
исследования. Следует отметить, что дополни-
тельных источников НА на периферии, за исклю-
чением хромаффинных клеток надпочечников, 
нет. При этом у  пациентов с  АРФ БП снижение 
уровня НА было более значительным, чем у па-
циентов с ДФ БП, и увеличивалось по мере про-
грессирования заболевания вне зависимости от 
формы.

Накапливается все больше доказательств раз-
личного патогенеза АРФ БП и  ДФ БП, которые 
отличаются как по клиническим проявлениям 
[15–18], так и  по нейровизуализационным при-
знакам поражения катехоламиновых систем [19–
21]. По данным нашего исследования, уровень 
НА у  пациентов с  ДФ БП по отношению к  ДА 
не снижался по мере прогрессирования заболе-
вания, а  рос. Это может говорить о  возможной 
компенсаторной роли НА, поскольку известно, 
что НА оказывает нейропротекторное действие 
на нейроны, в  том числе дофаминергическое, 
защищая их от нейродегенеративного процесса 
[4]. Клинически это может проявляться в  более 
медленном прогрессировании БП. При АРФ БП, 
напротив, уровни всех катехоламинов снижа-
лись, что отражает одновременное равномерное 
вовлечение всех катехоламиновых систем в пато-
логический процесс. Возможно, именно поэтому 
пациенты с АРФ БП имеют широкий спектр кли-
нических проявлений, в первую очередь, за счет 
разнообразных немоторных симптомов. То же 
можно сказать о ДОФА и ДОФУК, которые ана-
логично НА уменьшались по отношению к  ДА 
у пациентов с АРФ БП и увеличивались при ДФ 
БП. Объяснением данного феномена могут быть 
различия в патогенезе нарушений разных форм 
БП. При ДФ БП наблюдается преимущественное 

поражение черной субстанции, что избиратель-
но ухудшает синтез ДА без нарушения его утили-
зации и продукции предшественников. У паци-
ентов с АРФ БП, как указано выше, происходит 
параллельная дегенерация биологического суб-
страта всех катехоламиновых функциональных 
систем. Выявленные закономерности изменения 
концентрации катехоламинов плазмы в  крови 
пациентов с  различными формами и  стадиями 
БП представлены в табл. 3.

Ограничения исследования. При правильном 
выполнении методики забора крови из вены для 
анализа концентрации катехоламинов в  плазме 
крови ограничений к исследованию нет. Однако 
нужно учитывать методику взятия НА из ку-
битальной вены: пациент должен находиться 
в  расслабленном лежачем положении, кровь 
забирается не сразу после пункции, а  через 10–
30 минут. Эта предосторожность направлена на 
уменьшение влияния внешних факторов (в том 
числе вкола иглы в  вену руки), которые быстро 
и значительно могут поднять уровень НА в кро-
ви (в 5–10 раз). Кроме того, пациент должен быть 
предупрежден о  необходимости взятия крови 
натощак, так как некоторые препараты и  пища 
могут вызвать повышение концентрации НА 
и ДОФУК в крови.

Заключение
Результаты нашего исследования поддерживают 
гипотезу о различном патогенезе ДФ БП и АРФ 
БП, чем и  определяется разница в  абсолютных 
и относительных показателях концентрации ка-
техоламинов в плазме крови. Мы выявили неко-
торые значительные различия в  относительных 
показателях основного обмена катехоламинов: 
резкое снижение уровня обмена (синтеза и ути-
лизации ДА) у  пациентов с  АРФ БП и  относи-
тельно сохранные показатели и взаимосвязи по-
казателей катехоламинов у  пациентов с  ДФ БП. 
Полученные данные нуждаются в  дальнейшем 
углубленном изучении. 
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Rationale: Parkinson's disease (PD) is a neurode-
generative disorder with predominant involve-
ment of catecholamine-producing neurons of the 
central and peripheral nervous system. Taking into 
account the relative availability and low costs of 
plasma catecholamine measurements, it is worth-
while to study these parameters as biomarkers of 
the early stages of PD. Aim: To determinate wheth-
er plasma levels of dopamine (DA), norepinephrine 
(NE), L-3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) and di-
hydroxyphenylacetic acid (DOPAC) in patients with 
early stages of PD are related with akinetic-rigid 
and tremor-dominant variants and to compare 
the results to healthy volunteers. Materials and 
methods: This was an observational cross-sec-
tional cohort study performed from 2012 to 2015. 
The main study group included unselected outpa-
tients who attended the Republican Consultative 
and Diagnostic Center of Movement Disorders 
and Botulinotherapy (Kazan, Russia) with newly 
diagnosed early PD (Hoehn and Yahr stages I and 
II, 1967), of various ages and both genders, who 
had not been given any specific antiparkinsonian 
treatment. The control group included healthy 
volunteers with no clinical signs of PD (they could 
have other chronic diseases of the non-extrapy-
ramidal origin). Plasma catecholamine levels were 
measured by gas liquid chromatography. Results: 
One hundred and thirty (130) treatment-naïve 
patients with newly diagnosed PD (mean age 
59.34 ± 8.42  years, male gender 45.38%) were 
enrolled into the main study group. The control 
group included 56  healthy volunteers matched 
for age and gender. The distribution of various PD 
forms and stages was as follows: PD tremor-domi-
nant variant 56.9%, PD akinetic-rigid variant 43.1%; 
PD stage I  76.9%, PD stage II 23.1%. Irrespective 
of the variant and stage, the PD patients demon-
strated decreased NE levels, compared to the 

controls (95%  confidence intervals 124–216 and 
248–428  pg/mL, respectively, р < 0.026). DOPA 
plasma level was reduced only in the patients with 
akinetic-rigid PD variant (р = 0.017), while DOPAC 
level in the patients with PD stage II (р = 0.008). The 
average DA:NE:DOPA:DOPAC ratio was 1:32:105:64 
in the control group, 1:62:238:88 in the patients 
with PD tremor-dominant variant (the difference 
is significant for NE and DOPA, р < 0.05), and 
1:29:96:32 in those with PD akinetic-rigid variant 
(p > 0.05). In the healthy controls the changes in 
DOPA levels account for 84% of the DA and NE var-
iability; no correlation between DOPAC and other 
catecholamines was found. On the contrary, in the 
PD patients regardless of the stage and the disease 
variant, DOPAC levels directly correlated with DA 
(p < 0.04). The PD tremor-dominant variant pa-
tients demonstrated a direct correlation between 
plasma NE and DOPA levels (p < 0.05). Conclusion: 
The results obtained on absolute and relative pa-
rameters catecholamine turnover in the patients 
with early PD stages support the hypothesis on 
different pathophysiology of the tremor-domi-
nant and akinetic-rigid variants of PD.

Key words: idiopathic Parkinson's disease, 
Parkinson's disease tremor-dominant variant, 
Parkinson's disease akinetic-rigid variant, catecho-
lamine, biomarker
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