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П. А. Назаров

Nazarov PA

ALTERNATIVES TO ANTIBIOTICS: PHAGE LYTIC ENZYMES 
AND PHAGE THERAPY 

АЛЬТЕРНАТИВЫ АНТИБИОТИКАМ: ЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ 
БАКТЕРИОФАГОВ И ФАГОВАЯ ТЕРАПИЯ

Множественная лекарственная устойчивость госпитальных штаммов бактерий, возникшая в результате неразумного 
неконтролируемого применения антибиотиков в медицине и сельском хозяйстве, представляет одну из серьезнейших 
угроз для современного здравохранения: привычные инфекции вновь могут убивать, как раньше. Решение проблемы 
может быть найдено в процессе разработки альтернатив антибиотикам. В обзоре приведены краткие сведения о наи-
более интересных подходах к созданию новых антибактериальных средств и подробно проанализированы наиболее 
преспективные из них, такие как фаговая терапия и литические ферменты бактериофагов (фаголизины).

Multiple drug resistance of nosocomial bacterial strains provoked by the unwise and uncontrolled use of antibiotics in medicine 
and agriculture seriously threatens modern healthcare: minor and trivial infections are about to kill again. A solution may lie in 
the development of new alternatives to antibiotics. This review highlights the most interesting approaches to the development 
of antibacterial drugs focusing on the most promising ones, such as phage therapy and phage lytic enzymes (lysins).

Keywords: antibiotic, bacterophage, phage lysin, phage therapy, antibiotic treatment, multiple drug resistance

Ключевые слова: антибиотик, бактериофаг, фаголизин, фаговая терапия, антибиотикотерапия, множественная ле-
карственная устойчивость
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Эпоха антибиотиков: от побед к поражениям

Еще в начале 19 в. общераспространенной была точка 
зрения, что основной причиной заболеваний является 
нарушение равновесия в организме, и только в середине 
19 в. Луи Пастер показал, что инфекционные заболевания 
возникают в результате негативного воздействия микроор-
ганизмов. В 1928 г. произошло эпохальное для медицины 
событие: британским бактериологом Александром Фле-
мингом был обнаружен первый антибиотик пенициллин. 
Это положило начало эпохе антибиотиков, которые пона-
чалу представлялись «лекарством от всех бед», суперору-
жием, способным переломить ход борьбы человечества с 
инфекциями. Однако эйфория была недолгой. Углубление 

знаний о бактериях привело к появлению большого чис-
ла антибиотиков, разнообразных по механизму и широте 
спектра действия и химическим свойствам, но бактерии 
ответили на это развитием антибиотикорезистентности, 
сводящей на нет все усилия ученых и врачей [1]. Надеж-
ды возлагались на антибиотики последнего резерва, такие 
как колистин и даптомицин.

В мае 2015 г. Всемирная организация здравоохранения 
(ВОЗ) признала резистентность к антибиотикам причиной 
кризиса современной медицины и предложила Глобальный 
план борьбы с устойчивостью к противомикробным препа-
ратам [2]. Однако уже в ноябре 2015 г. появилось сооб-
щение об обнаружении гена трансмиссивной устойчивос-
ти к колистину [3], а в октябре 2016 г. — об обнаружении 

DOI: 10.24075/vrgmu.2018.002
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золотистого стафилококка (Staphilococcus aureus), устой-
чивого к даптомицину за счет снижения активности анти-
биотика посредством выделения во внешнюю среду мем-
бранных фосфолипидов, в мицеллы которых встраивается 
даптомицин [4]. Чуть раньше, в сентябре 2016 г., одна аме-
риканская пациентка умерла от сепсиса, вызванного гра-
мотрицательной «супербактерией» Klebsiella pneumoniae, 
устойчивой ко всем 26 антибиотикам, разрешенным в 
США [5]. В докладе [6], опубликованном через год, ВОЗ, 
проанализировав известные антибиотики и их комбина-
ции, используемые в клинической практике, пришла к вы-
воду, что отсутствует потенциальная возможность лечения 
инфекций, вызываемых грамотрицательными бактериями, 
обладающими множественной лекарственной устойчиво-
стью. Таким образом, казавшийся надежным барьер —
антибиотики последнего резерва — пал, и привычные ин-
фекции снова могут убивать как раньше. Очевидно, что 
остро встают проблемы получения принципиально новых 
антибиотиков или разработки альтернатив антибиотикам, 
способных сравниться с ними по эффективности.

Получение новых антибиотиков

Антибиотики — вещества природного, полусинтетического 
или синтетического происхождения, в малых концентраци-
ях подавляющие жизненные процессы микроорганизмов. 
Получение антибиотиков осуществляется либо поиском 
антибиотиков среди актиномицетов (реже — среди неми-
цилярных бактерий), либо перебором химических структур 
с последующим моделированием расположения (молеку-
лярным докингом) перспективной структуры в активном 
центре предполагаемой мишени.

В настоящий момент получение новых антибиотиков 
практически приостановлено по нескольким причинам. 
Во-первых, мишень большинства антибиотиков — это 
один из трех ключевых прокариотических метаболиче-
ских путей или процессов, а именно: 1) биосинтез белка, 2) 
репликация ДНК, 3) биосинтез клеточной стенки бактерий 
[7]. Большинство принципиально новых подходов к дан-
ным мишеням были найдены ранее. Кроме того, спонтан-
ные мутации бактерий могут за несколько дней уничтожить 
труд нескольких лет работы научно-исследовательской ла-
боратории, что делает подобный подход очень рискован-
ным и дорогостоящим. Во-вторых, примерно один милли-
он новых актиномицетов необходимо проанализировать, 
чтобы найти всего лишь один новый антибиотик [8], и это 
сильно удорожает исследования.

Более 90 % всех видов бактерий, обнаруженных во 
внешней среде, являются некультивируемыми в обычных 
лабораторных условиях [9], но в настоящее время стало 
возможным создание специальных условий для их куль-
тивирования и поиска среди них продуцентов новых ан-
тибиотиков. В связи с этим возникли две принципиально 
различные стратегии поиска новых антибиотиков: поиск 
антибиотиков среди «некультивируемых» бактерий и соз-
дание принципиально новых искусственных молекул ан-
тибиотиков. Обе стратегии уже дают результаты. Так, при 
скрининге некультивируемых почвенных бактерий был об-
наружен новый антибиотик тейксобактин, действующий 
на грамположительные микроорганизмы [10]. Также был 
синтезирован новый антибиотик PEG-2S, являющийся ин-
гибитором переносящей Na+ НАДН-убихинон-оксидоре-
дуктазы [11]. 

Особенно перспективно применение синтетических ан-
тибиотиков, нацеленных на бактериальную биоэнергети-

ку [12]. Так, в 2012 г. впервые за четыре десятилетия поис-
ков был получен и разрешен к применению Управлением 
по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов США (FDA) антибиотик бедаквилин для 
лечения туберкулеза, особенностью которого является 
нацеленность на АТФ-синтазу микобактерий: клетки с уг-
нетенной биоэнергетикой погибают [13]. 

Также на основе симбиотической теории было выдви-
нуто предположение, что митохондриально направленные 
антиоксиданты, снижающие потенциал мембраны мито-
хондрий, могут являться эффективными антибиотиками, 
и это предположение нашло подтверждение на практике: 
было обнаружено новое свойство митохондриально на-
правленного антиоксиданта SkQ1, синтетического про-
изводного трифенилфосфония, убивать бактерии за счет 
снижения их мембранного потенциала [14, 15].

Альтернативы антибиотикам

Несмотря на довольно большое разнообразие подходов 
к получению эффективных альтернатив антибиотикам и 
их изучение на протяжении более чем десяти лет, ярких 
прорывов в лечении инфекций с их помощью не прои-
зошло. Лишь некоторые альтернативы антибиотикам яв-
ляются таковыми, что связывают прежде всего с по-преж-
нему более высокой эффективностью антибиотикотера-
пии.

Наиболее интересными альтернативами являются: вак-
цины, антитела, пробиотики, иммуностимуляторы, фото-
сенсибилизаторы, бактериофаги, фаголизины, искус-
ственные бактериофаги, антимикробные пептиды, пепти-
ды, защищающие хозяина, антибиопленочные соедине-
ния, ингибиторы помп множественной лекарственной 
устойчивости, иммуносупрессанты, липосомные ловушки 
для токсинов, хелаторы металлов, антибактериальные 
нуклеиновые кислоты, противорезистентные нуклеиновые 
кислоты, противобактериальные пептиды. Этот список не 
является исчерпывающим.

Основываясь на оценке клинического потенциала и 
относительной простоты применения, можно сказать, что 
наибольшим потенциалом в качестве альтернативы анти-
биотикам обладают фаголизины и ингибиторы помп мно-
жественной лекарственной устойчивости — как терапев-
тические агенты, вакцины и антитела — для профилактики 
и пробиотики — для лечения и профилактики. Большим 
потенциалом обладают также бактериофаги и антибио-
пленочные соединения, антимикробные пептиды и фото-
сенсибилизаторы, однако их появление на рынке готовых 
препаратов для замены антибиотиков пока остается под 
вопросом. Значение имуностимуляторов, уже используе-
мых для профилактики заболеваний и в качестве дополни-
тельных средств при терапии, для клинической практики 
неясно, поэтому они не выглядят полноценной заменой 
антибиотикам.

Многие из вышеперечисленных подходов находятся на 
этапе экспериментальных исследований или даже разра-
ботаны только теоретически. Подробную информацию о 
большинстве из них можно найти в обзоре [16], написан-
ном исследователями из академических и промышленных 
кругов по заказу фонда Wellcome Trust (Великобритания). 
В данном обзоре рассматриваются наиболее перспектив-
ные и интересные альтернативы антибиотикам, такие как 
вакцины, антитела, ингибиторы помп множественной ле-
карственной устойчивости, фотосенсибилизаторы, бакте-
риофаги и фаголизины.
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Вакцины

Вакцины являются одним из наиболее разработанных 
подходов с большим профилактическим потенциалом. В 
2015 г. в Великобритании начала применяться мультиком-
понентная вакцина Bexsero (GlaxoSmithKline Biologicals, Ве-
ликобритания) против бактерии Neisseria meningitidis, воз-
будителя детского менингита и бактериемии. Из-за того, 
что капсулярный полисахарид MenB, определяющий виру-
лентность бактерии, похож на молекулы клеточной адгезии 
человека, получение эффективных антител к менингокок-
кам является непростой задачей. Она была решена за счет 
биоинформатического поиска потенциального антигена, 
который затем в составе частиц наружной менингококко-
вой мембраны оказался способен давать иммунный ответ 
при вакцинации. Данный подход называется обратной вак-
цинологией (reverse vaccinology), и полученная британцами 
вакцина эффективна против 73–88 % штаммов менинго-
кокков группы В (MenB) [17]. Однако замена антибиотиков 
подобными вакцинами в настоящее время маловероятна.

Антитела

Наряду с антибиотиками краеугольным камнем совре-
менной медицины являются антитела, которые обладают 
широким спектром уникальных свойств. Существуют две 
концепции их применения: 1) патоген-специфичные мно-
клональные антитела используются самостоятельно для 
предотвращения развития инфекции или 2) в комбинации 
с антибиотиками для лечения бактериальных инфекций 
[18]. Антитела используются как анатоксины для нейтра-
лизации эффектов бактериальных токсинов [19–22], а 
также могут быть направлены на бактериальные антигены 
[23–25] и сигналы чувства кворума [26, 27]. Использование 
антител в комбинации со стандартными антибиотиками 
открывает возможности для подавления развития биопле-
нок, что повышает эффективность антибиотикотерапии, и 
для борьбы с популяцией клеток-персисторов, не чувстви-
тельных к антибиотикам [28, 29].

Ингибиторы помп множественной лекарственной 
устойчивости

Этот подход использовался ранее, но в настоящее время 
ему уделяется пристальное внимание [30, 31] в связи с 
особенностями взаимодействия субстратов помп множес-
твенной лекарственной устойчивости и их ингибиторов [15, 
32]. Этот подход является принципиально новым и не опи-
сан в обзоре [16]. Он позволяет снизить терапевтическую 
концентрацию антибиотиков на 1–2 порядка. Впервые это 
было показано на антибиотике SkQ1, где удаление помпы 
приводило к снижению минимальной ингибирующей кон-
центрации примерно в 50 раз. К сожалению, все ослож-
няется тем, что обычно в выкачке антибиотиков участвует 
не одна помпа, а ингибиторы часто действуют на множе-
ство помп одновременно. Тем ценнее тот факт, что анти-
биотик SkQ1 является уникальным для основной помпы 
множественной лекарственной устойчивости Escherichia 
coli — AcrAB-TolC [15]. Несомненно, применение ингиби-
торов помп множественной лекарственной устойчивости 
во многом снимает проблему резистентности бактерий к 
антибиотикам.

Фотосенсибилизаторы

Антимикробная фотодинамическая терапия и антими-
кробная фотодинамическая инактивация (aPDT и aPDI) 
являются новыми эффективными способами уничтоже-
ния грамотрицательных и грамположительных бактерий и 
дрожжей [33–36]. aPDI является нетермической реакцией, 
вызываемой взаимодействием квантов видимого света с 
фотосенсибилизаторами (метиленовый синий, хлорины, 
порфирины, хлорофиллы и их производные) в присутствии 
кислорода. Активные формы кислорода, возникающие при 
этом по механизму I или II (рис. 1), эффективно уничтожа-
ют бактериальные клетки, включая клетки Pseudomonas 
aeruginosa. Данная терапия особенно эффективна в сто-
матологии и дерматологии [36], где способна заменить ан-
тибиотики «местного действия». 

Рис. 1. Схема антибактериальной фотодинамической терапии (слева). Реализация фотодинамических эффектов на молекулярном уровне (справа). При 
поглощении кванта света молекула фотосенсибилизатора (S

0
) переходит на короткоживущий синглетный уровень (1S*), а затем переходит в триплетное 

состояние (3S*). После этого реализуется один из двух сценариев: либо 3S* вступает в реакции с молекулами субстрата с образованием промежуточных 
радикалов, которые в присутствии кислорода повреждают биологические структуры и макромолекулы в клетке (тип I), либо энергия с 3S* переносится на 
кислород с образованием активного синглетного кислорода (1О

2
), который также повреждает биологические структуры и макромолекулы в клетке (тип II) 
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Фаговая терапия

Вирусы бактерий (бактериофаги) — крупнейшая из из-
вестных групп вирусов, содержащих преимущественно 
двухцепочечную геномную ДНК, хотя встречаются не-
большие группы фагов с одноцепочечной ДНК, а также с 
двух- и одноцепочечной РНК [37]. В мире насчитывается 
примерно 1031–1032 фагов [38], и они играют важную роль 
в регуляции мировой популяции бактерий. Так, бактерио-
фаги ответственны за гибель 20–40 % морских бактерий 
ежедневно [39]. Использование фагов в качестве лечеб-
ных препаратов было предложено и успешно испытано 
Твортом [40], Д'Эрелем [41] и Брийоном и Майсином [42] 
в начале 20 в. Использование фагов в качестве лечебных 
препаратов не нашло своего распространения в связи с 
успехами антибиотикотерапии и нехваткой теоретических 
данных, которая не позволяла объяснить неудачи клини-
ческих испытаний [43].

В соответствии с современными представлениями для 
лечения бактериальной инфекции фаговыми препаратами 
должно соблюдаться несколько условий: 1) используемый 
бактериофаг должен быть литическим; 2) необходимо 
подбирать титр бактериофага под конкретную инфекцию; 
3) фаговый рецептор должен быть известен; 4) препарат 
фага должен быть свободен от бактерий и 5) должен со-
держать живые частицы бактериофага [44–46]. При этом 
эффективность фаговой терапии, т. е. снижение количес-
тва патогенных бактерий до уровня, с которым уже может 
справиться защитная система организма [47], зачастую 
является индивидуальным параметром наряду с другими 
факторами, что препятствует выходу фаговых препаратов 
на рынки Европы и США [46].

Бактериофаги, так же как и антибиотики, напрямую 
уничтожают бактерии, поэтому можно сравнивать их эф-
фективность. Без сомнения, бактериофаги более специ-
фичны к конкретным штаммам бактерий, что может быть 
положительной стороной их использования, например в 
случае с антибиотик-ассоциированной диареей и инфек-
цией, вызванной Clostridium difficile [48]. При этом фаговая 
терапия наносит значительно меньший ущерб организму, 
чем антибиотикотерапия [49, 50]. Однако в условиях, когда 
инфекция вызвана рядом разных бактерий, как это проис-
ходит при раневых инфекциях, бактериофаги значительно 
уступают антибиотикам в эффективности [51].

Перекрестное заражение бактерий E. coli бактерио-
фагами, полученными в Мексике и Бангладеш, географи-
чески удаленных регионах, показало высокую специфич-
ность фагов к бактериям из своего региона [52]. Попытки 
же применить коктейль бактериофагов, производимый в 
России, в отношении когорты из 160 детей из Бангладеш, 
страдавших от диареи, вызванной кишечной палочкой, 
не выявил отличий в сравнении с плацебо [53]. При этом 
бактериофаги, поражающие антибиотикорезистентные 
бактерии, легче всего обнаруживаются в местах, где ан-
тибиотикорезистентные бактерии были получены [54]. Эти 
данные позволяют под другим углом посмотреть на про-
блему антибиотикорезистенности и применения фаговой 
терапии для лечения.

Применение бактериофагов для лечения инфекций, 
обычно вызываемых бактериями, образующими биоплен-
ки, представляется довольно интересным. В этом случае 
антибиотики недостаточно эффективны: только высокие 
и токсичные дозы антибиотиков способны останавливать 
рост биопленок [55]. Применение же бактериофагов in 
vitro не только препятствует формированию биопленок, 

но приводит к полному уничтожению биопленок, образо-
ванных бактериями Listeria monocytogenes, P. aeruginosa и 
Staphylococcus epidermidis [56, 57].

Для оценки возможных осложнений во время фаговой 
терапии необходимо знание как нюансов биологии, так и 
полного генома бактериофага, т. к. некоторые фаги могут 
содержать гены факторов вирулентности или токсинов 
[58], а также гены антибиотикорезистентности [59–62]. Су-
ществование фаг-ассоциированных токсинов ботулизма 
[59], дифтерии [58], холеры [63], а также возможная кон-
версия нетоксичной бактерии в токсичную под действием 
фага, кодирующего токсины [64], делает фаговую терапию 
более сложной, чем использование антибиотикотерапии. 
Считается, что жизненные циклы бактериофагов (рис. 2) 
могут варьировать от литических до лизогенных через 
различные вариации псевдолизогенных и критических 
(дефектных) жизненных циклов [65, 66], а анализ геномов 
гигантских бактериофагов P. aeruginosa [67–69] показал, 
что продукты ряда генов имеют большое сходство с не 
охарактеризованными по функции белками различных ор-
ганизмов.

Таким образом, сложные жизненные циклы, потенци-
альная опасность конверсии и переноса генов резистент-
ности, изменчивость как самих бактериофагов, так и мута-
ции в бактериальной популяции делают фаговую терапию 
довольно нестабильной, что подтверждается недостаточ-
ным распространением этой потенциально эффективной 
альтернативы антибиотикам.

Литические ферменты бактериофагов (фаголизины)

Клеточная стенка бактерий — барьер, который ДНК лю-
бого бактериофага обязана преодолеть, чтобы инфици-
ровать бактерию и уже в виде готовой вирусной частицы 
выйти из нее. Клеточная стенка бактерий является слож-
ноорганизованной и упорядоченной системой липидных и 

Рис. 2. Схема альтернатив развития фаговой инфекции в популяции бак-
терий. Красным цветом выделены возможные обратимые переходы, свя-
занные с мутациями, обрывами генома на стадии профага, делециями, 
заменами и т. д.

Профаг

Умеренный 
фаг
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фаг

Критический
(дефектный)
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пептидогликановых слоев, затрудняющих попадание чуже-
родных веществ внутрь бактериальной клетки. По свое-
му составу она бывает трехслойной (грамотрицательный 
тип) и двухслойной (грамположительный тип). Трехслойная 
клеточная стенка состоит из внутренней (плазматической) 
мембраны, пептидогликанового слоя и наружной мембра-
ны [70, 71], а двухслойная — лишена наружной мембраны.

Наиболее сложным для проникновения является пепти-
догликановый слой, который построен из чередующихся 
и соединенных посредством β-1,4-гликозидных связей 
остатков N-ацетилглюкозамина и N-ацетилмурамовой кис-
лоты с присоединенным пептидным фрагментом. Сшитые 
между собой блоки пептидогликанов (муреин) образуют, 
по существу, единую гигантскую макромолекулу, которая 
определяет прочность пептидогликанового слоя и его не-
проницаемость для вирусных частиц и токсических факто-
ров большой массы [37, 70, 71]. Таким образом, для про-
никновения фаговой ДНК внутрь клетки фагу необходимо 

локально нарушить целостность как клеточных мембран, 
так и пептидогликанового слоя. Задачу разрушения пепти-
догликанового слоя берут на себя литические ферменты, 
которые в литературе получили название лизинов бакте-
риофагов (фаголизины, эндолизины или виролизины).

Необходимо отметить, что в процессе инфицирования 
бактерии происходят 2 акта лизиса пептидогликанового 
слоя [72]: «лизис извне» и проникновение ДНК фага и «ли-
зис изнутри» и выход новых фаговых частиц. Обычно «ли-
зис извне» осуществляется ассоциированным с капсидом 
фаголизином, например у бактериофага Т4 это структур-
ный белок базальной пластинки gp5, который содержит 
функциональный домен, обладающий свойствами фаголи-
зина [73, 74]. При этом «лизис извне» является точечным и 
ограничен в пространстве и времени, чтобы фаговая ДНК 
могла проникнуть в клетку, но при этом фаг не убил ее. 
«Лизис изнутри» обычно осуществляется растворимым 
фаголизином и ,в противоположность «лизису извне», не 

Рис. 3. Схема устройства бактериальной клеточной стенки и классы фаголизинов, участвующих в деградации пептидогликанового слоя
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ограничен в пространстве, но четко привязан ко време-
ни. Он осуществляется после масштабного синтеза фаго-
лизина в клетке и запускается одновременно с синтезом 
и встраиванием в мембрану специального регуляторного 
белка «холина» (от hole — дыра), образующего неселектив-
ные поры в бактериальной мембране. Эти поры нарушают 
метаболизм бактерии и одновременно открывают фаголи-
зинам доступ к пептидогликановому слою, тем самым вы-
зывая его тотальный лизис с последующим разрушением 
клетки и выходом фаговых частиц наружу [75–77].

Очевидно, что с точки зрения замены антибиотиков 
растворимые фаголизины, осуществляющие масштабный 
«лизис изнутри», представляют особый интерес, т. к. спо-
собны эффективно лизировать пептидогликан и, в отличие 
от фага, не требуют регуляторного белка «холина».

Существует несколько классификаций фаголизинов 
[78–85], наиболее интересной из которых является клас-
сификация по механизму действия: 1) лизоцимподобные 
мурамидазы (гидролизуют β1–4-связь между остатками 
N-ацетилмурамовой кислоты и N-ацетилглюкозамином в 
молекуле пептидогликана; подразделяются на мурамида-
зы и литические трансгликозилазы); 2) N-ацетилмурамо-
ил-L-аланин-амидазы (гидролизуют амидную связь между 
N-ацетилмурамовой кислотой и L-аланином); 3) пептидазы 
(гидролизуют пептидную связь между аминокислотами 
пептидогликана) и 4) эстеразы (рис. 3).

При изучении автолитических ферментов пневмокок-
ков S. pneumoniae было обнаружено, что фаголизины 
имеют модульное строение, где один домен узнает место 
лизиса, а другой — производит расщепление пептидог-
ликана [86]. Модульное строение оказалось свойственно 
как новым, так и ранее открытым фаголизинам [87–89], а 
генно-инженерные эксперименты по комбинированию и 
перестановке функциональных доменов стали подтверж-
дением этого факта [90].

Конечно, не все фаголизины имеют одинаковый тера-
певтический потенциал, однако ряд свойств, например 
свойство фаголизина PlySs2 после 10 последовательных 
этапов заморозки и оттаивания сохранять свою функцио-
нальность [91] и свойство фаголизина PlyG атаковать эн-
доспоры бацилл Bacillus anthracis [92], делает фаголизины 

интересным и перспективным объектом исследований. 
Еще одним интересным свойством фаголизинов является 
их видоспецифичность, т. е. они способны убивать только 
те виды или подвиды бактерий, против которых направле-
ны их фаги [93, 94].

Простота генно-инженерных манипуляций и модульное 
строение позволили создать комбинации гибридных фаго-
лизинов для лечения сложных бактериальных инфекций, 
вызываемых метицилин-резистентным штаммом S. aureus 
(MRSA) [95], а комбинации с низкомолекулярными анти-
биотиками, например фаголизина Cpl-1 и пенициллина 
или гентамицина, могут приводить к полному уничтожению 
пневмококков пенициллин-устойчивого штамма [96].

Однако отсутствие фаговой «машинерии», позволя-
ющей проникать сквозь сложную бактериальную стенку, 
ограничивает применение фаголизинов. У грамотрица-
тельных бактерий внешняя мембрана снижает эффектив-
ность терапии почти до нуля [94], тогда как в отношении 
грамположительных бактерий она остается высокой. Так-
же остается опасность выработки антител к фаголизинам, 
препятствующих их работе. Было показано, что in vitro и 
in vivo антитела замедляют, но не полностью блокируют 
лизис бактериальных клеток [97], что может объясняться 
тем, что аффинность фаголизинов к своим субстратам 
может быть выше, чем аффинность антитела к ферменту.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на большое число потенциально перспективных 
альтернатив, ни одну из них нельзя назвать полноценной 
заменой антибиотикам. Все они уступают в чем-либо: 
безопасности, предсказуемости лечения, масштабируе-
мости, управляемости, простоте и эффективности лече-
ния. При этом очевидно, что развитие альтернативных под-
ходов к антибактериальной терапии — насущная потреб-
ность современного здравохранения. По всей видимости, 
наиболее перспективными окажутся смешанные подходы 
антибиотикотерапии и альтернатив антибиотикам, где за 
счет синергии будет достигаться эффект, превосходящий 
таковой от антибиотикотерапии и альтернативного метода 
лечения по отдельности.
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МНЕНИЕ   АЛЬТЕРНАТИВА АНТИБИОТИКАМ

Pinto TCA1, Banerjee A2, Nazarov PA3

Т. К. А. Пинто1, А. Банержи2, П. А. Назаров3

ПРОИЗВОДНЫЕ ТРИФЕНИЛФОСФОНИЯ КАК АЛЬТЕРНАТИВА 
ОБЫЧНЫМ АНТИБИОТИКАМ 

TRIPHENYL PHOSPHONIUM-BASED SUBSTANCES ARE ALTERNATIVES 
TO COMMON ANTIBIOTICS

There is an urgent need for new antimicrobial and therapeutic strategies to deal with the ever evolving antimicrobial resistance 
among the most prevalent bacterial pathogens. Infections due to virulent bacteria remain significant causes of morbidity and 
mortality despite progress in antimicrobial therapy, primarily because of the increasing of antimicrobial resistance levels among 
such group of bacteria. Despite significant advances in the understanding of the pathogenesis of infection due to these 
organisms, there are only limited strategies to prevent infection. Recently it was reported that SkQ1, triphenyl phosphonium-
based mitochondria-targeted antioxidant and antibiotic, effectively kills all tested Gram-positive laboratory strains including 
of Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Mycobacterium sp. Moreover, SkQ1 demonstrated effectiveness towards 
Gram-negative strains too, except Escherichia coli. The mechanism of the bactericidal action of TPP-based antibiotics could 
be also described by its ability to suppress bacterial bioenergetics by collapsing membrane potential through activation of 
protonophorous uncoupling. To this date, there are no reports of resistance to SkQ1 among Gram-positive strains; therefore, 
triphenyl phosphonium-based antibacterial agents would be effective towards planktonic and sessile cells of clinical resistant 
strains.

В связи с тем, что наиболее распространенные патогены постоянно эволюционируют, приобретая  устойчивость ко все 
большему числу антибиотиков, в настоящее время существует острая потребность в новых антимикробных препара-
тах и стратегиях лечения инфекций, вызываемых антибиотикорезистентными бактериями. Хотя в понимании патогене-
за подобных инфекций удалось значительно продвинуться, стратегий для борьбы с ними не так много. Недавно было 
показано, что SkQ1, антиоксидант и антибиотик на основе трифенилфосфония, воздействующий на митохондрии, 
эффективен в отношении грамположительных лабораторных штаммов, включая Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 
и Mycobacterium sp. Более того, SkQ1 также показал эффективность в отношении грамотрицательных штаммов за 
исключением Escherichia coli. Механизм бактерицидного действия трифенилфосфониевых соединений можно объяс-
нить их способностью вызывать нарушения энергетического обмена у бактерий за счет резкого снижения мембранно-
го потенциала путем стимуляции протонофорного разобщения. На текущий момент случаи устойчивости к SkQ1 среди 
грамположительных бактерий не зафиксированы, поэтому антимикробные препараты на основе трифенилфосфония 
могут быть эффективно использованы для борьбы с планктонными и сессильными клиническими штаммами, не-
чувствительными к обычным антибиотикам. 

Ключевые слова: трифенилфосфоний, протонофор, бактерии, устойчивость к антибиотикам, клинические штаммы, 
потенциал мембраны, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae

Keywords: triphenyl phosphonium, protonophore, bacteria, antibiotic resistance, clinical strains, membrane potential, 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae
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OPINION   ALTERNATIVE TO ANTIBIOTICS

Устойчивость бактерий к антимикробным препаратам — 
серьезный вызов для современного здравоохранения. 
Систематическое злоупотребление антибиотиками в меди-
цине и пищевой промышленности ставит под угрозу насе-
ление всех стран. Необходимы решительные и безотлага-
тельные меры глобального масштаба, иначе человечество 
рискует оказаться на пороге нового времени, в котором 
обычная и незначительная инфекция может вновь ока-
заться смертельной [1].

Из-за повсеместно наблюдаемой устойчивости микро-
организмов к антимикробным препаратам вариантов ле-
чения бактериальных инфекций становится все мень-
ше. Бактериальная резистентность сказывается на всех 
аспектах здоровья. Последствия инфекции, вызываемой 
резистентными штаммами, могут быть крайне тяжелыми.

В 2017 г. Всемирная организация здравоохранения 
опубликовала список устойчивых к антибиотикам «прио-
ритетных патогенов» [2], который должен был стать ори-
ентиром в деле разработки новых препаратов против 
существующих инфекций. Угрожающей становится ситуа-
ция с грамположительными бактериями Streptococcus 
pneumoniae, Staphylococcus aureus и Enterococcus faecium, 
вызывающими как внебольничные, так и госпитальные 
инфекции. Эти бактерии, которые в принципе являются 
нормальными компонентами животной и человеческой 
микрофлоры, обладают широким спектром вирулентных 
факторов, обеспечивающих успешную колонизацию хо-
зяина и помогающих бактериям защищаться от иммунного 
ответа. Одним из факторов вирулентности, способствую-
щим развитию инфекции, является способность бактерий 
формировать биопленки на органических (кости, сердеч-
ный клапан) и синтетических (катетеры, протезы или иные 
медицинские приспособления) поверхностях [3–5]. Био-
пленки — это оседлые (сессильные) сообщества микроор-
ганизмов, которые прочно прикрепляются к поверхности 
и/или другим клеткам и встраиваются в защитный внекле-
точный полимерный матрикс. В процессе формирования 
биопленок микроорганизмы претерпевают ряд феноти-
пических изменений, включая потерю подвижности, сни-
жение скорости роста, усиление способности к адгезии 
и устойчивость к антибиотикам и иммунному ответу [6]. 
Таким образом, бактериальные биопленки могут быть ас-
социированы с хроническими или рецидивирующими ин-
фекциями. Способность формировать биопленки и быс-
тро приобретать устойчивость к антибиотикам, наблю-
даемая у некоторых штаммов S. pneumoniae, S. aureus и 
E. faecium, значительно сужает круг возможных вариан-
тов лечения вызываемых ими инфекций. В связи с этим  
разработка новых терапевтических подходов становится 
необходимостью.

Staphylococcus aureus

Золотистый стафилококк — это опасный патоген, основ-
ной возбудитель инфекций мягких тканей, а также гемо-
контактных и девайс-ассоциированных инфекций у взрос-
лых и детей. На данный момент S. aureus является самым 
распространенным патогеном, присутствующим в от-
делениях интенсивной терапии в США [7]. Кроме того, 
S. aureus — второй по частоте встречаемости возбуди-
тель инфекций, регистрируемых у амбулаторных больных 
[8]. В то же время у 20 % населения он обитает на коже 
и в ноздрях, не вызывая клинических симптомов [9]. Ин-
фицированию стафилококком способствуют нарушение 
целостности слизистой или кожных покровов, наличие 

имплантатов, хирургическое вмешательство, гемодиализ 
и ослабленный иммунитет. Устойчивость изолятов золо-
тистого стафилококка к антибиотикам, в частности, к ме-
тициллину, является актуальной проблемой в современ-
ном здравоохранении, поскольку она затрудняет лечение 
и профилактику стафилококковых инфекций. С момен-
та первых сообщений о метициллин-устойчивом (MRSA) 
штамме в 1960-х гг. количество новых случаев инфициро-
вания этим патогеном неуклонно растет. MRSA обнаружи-
вается почти в 50 % случаев всех нозокомиальных инфек-
ций, вызванных золотистым стафилококком, в частности, 
развивающихся на прооперированных участках тела или 
ассоциированных с применением мочевых катетеров. 
Устойчивость к метициллину и прочим бета-лактамам — 
следствие приобретения патогеном генной кассеты mecA, 
которая приводит к некоторым изменениям в пеницил-
лин-связывающих белках клеточной стенки [10]. В кон-
тексте антибиотикорезистентности большое беспокойство 
вызывает недавнее появление штаммов S. aureus, устой-
чивых к ванкомицину (VRSA) или обладающих сниженной 
чувствительностью к нему (VISA). За период с 2004 по 2009 
гг. доля штаммов, устойчивых к метициллину, обладающих 
при этом сниженной чувствительностью к ванкомицину, 
увеличилась почти вдвое [11].

Enterococcus sp.

В последние десятилетия значительно возросла клини-
ческая значимость энтерококков как возбудителей но-
зокомиальных инфекций. Энтерококк  — третий по рас-
пространенности в больничных отделениях условно-па-
тогенный микроорганизм, на долю которого приходится 
около 12 % всех госпитальных инфекций [12]. При этом 
Enterococcus является нормальным компонентом кишеч-
ной микрофлоры человека и животных. Из всех энте-
рококковых штаммов, колонизирующих и инфицирую-
щих человека, основная доля приходится на E. faecalis и 
E. faecium. Изоляты энтерококка часто имеют множествен-
ную устойчивость к антимикробным препаратам. Учитывая 
высокую способность патогена к диссеминации, особенно 
критичной представляется его устойчивость к ванкоми-
цину [13]. Она наиболее типична для E. faecium и опосре-
дуется приобретением группы генов, составляющих кла-
стер van. Эти гены расположены на транспозоне и коди-
руют модификацию клеточной стенки, которая приводит 
к снижению сродства к ванкомицину. Важно, что изоляты 
штаммов энтерококка, нечувствительных к ванкомици-
ну (VRE), являются резервуарами генов антимикробной 
устойчивости, которые могут передаваться другим видам, 
включая S. aureus. Так, штаммы стафилококка со снижен-
ной чувствительностью к ванкомицину получили кластер 
van от изолятов энтерококка [14]. Примерно у 8 % паци-
ентов, колонизированных ванкомицин-резистентным па-
тогеном, инфекция развивается во время пребывания в 
больнице [15]; смертность от подобных инфекций остается 
высокой, варьируя от 13 до 46 % [16]. Штаммы VRE обыч-
но ассоциируют с инфекциями брюшной полости, кожи, 
мягких тканей, мочевыводящих путей, крови и эндокарди-
тами. Часто инфекцию переносят медицинские работники. 
Заразившись однажды, пациент может страдать от ин-
фекции в течение всей жизни. Примерно треть известных 
случаев заражения энтерококками связана со штаммами, 
устойчивыми к ванкомицину. Поэтому эффективность те-
рапии существующими антимикробными препаратами в 
данном случае является сомнительной, что выводит на 
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первый план необходимость мер по предотвращению пе-
редачи этого патогена.

Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, или пневмококк, является клинически зна-
чимым патогеном человека, ведущей причиной внеболь-
ничных пневмоний и одним из основных возбудителей 
бактериального менингита. Этот микроорганизм может 
бессимптомно обитать в носоглотке здоровых людей, 
но при попадании в мозг, легкие, кровоток и прочие сте-
рильные органы может вызвать серьезные поражения, 
особенно у пожилых людей и маленьких детей, иммунитет 
которых ослаблен или не полностью сформирован. Нечув-
ствительный к пенициллину пневмококк (PNSP) — один из 
самых опасных патогенов, угрожающий здоровью каж-
дой нации [2, 17]. Рост числа изолятов PNSP с момента 
первоначального их обнаружения в 1960-х гг. вызывает 
серьезное беспокойство. Эти изоляты обычно устойчивы 
к бета-лактамам и возникают в результате мутаций в ге-
нах, кодирующих пенициллин-связывающий белок, за счет 
чего и уменьшается сродство этого белка к бета-лакта-
мам. Кроме нечувствительных к бета-лактамам штаммов 
в последнее время в разных регионах мира регистрируют 
пневмококки, устойчивые к макролидам; они составляют 
до 40 % от всех пневмококковых изолятов, выделяемых у 
европейского населения [18] и более 70 % — от штаммов, 
распространенных в Азии. Устойчивость к макролидам в 
основном определяется изменениями на участке рибо-
сомы, который является мишенью для антимикробных 
препаратов, но также может возникать из-за модифика-
ции самого препарата или механизма его доставки [19]. 
Устойчивость S. pneumoniae к антибиотикам развилась во 
многом из-за повсеместного использования антибиотиков 
и применения пневмококковых конъюгированных вакцин.

Энергетический метаболизм бактерии — мишень для 
новых антимикробных препаратов

Энергетический метаболизм привязан к клеточной мем-
бране, которая функционирует как барьер, преобразую-
щий энергию электрохимического градиента в чистую хи-
мическую энергию, удовлетворяющую потребностям клет-

ки. Электрохимический градиент протон-движущей силы 
(ПДС) необходим всем бактериям для поддержания самых 
разнообразных процессов, включая синтез АТФ и дос-
тавку питательных элементов из окружающей среды для 
роста и метаболической активности. Более того, выработ-
ка ПДС является эволюционно консервативным процес-
сом, который наличествовал даже у последнего общего 
универсального предка (LUCA) [20, 21].

Некоторые химические соединения, включая грами-
цидин, могут разрушать мембрану, образуя в ней поры 
и, как следствие, снижая электрохимический градиент. 
Соединения, которые называются протонофорами, могут 
уменьшать градиент путем специфического связывания 
ионов водорода, участвующих в протонофорном цикле на 
мембране (рисунок, слева). Существует еще одна группа 
химических агентов, способных уменьшать градиент: это 
протонофороподобные соединения, переносящие через 
мембрану вещества, связывающие ионы водорода (рису-
нок, справа), например жирные кислоты [22].

В связи с вышесказанным энергетический метаболизм 
бактерий может стать хорошей мишенью для новых анти-
микробных препаратов, стимулирующих холостые мета-
болические циклы, что предположительно не должно при-
вести к развитию устойчивости, но будет эффективным в 
борьбе с резистентными к антибиотикам штаммами.

Соединения на основе трифенилфосфония

Четвертичные производные аммония и фосфония исполь-
зуются в качестве антисептиков и дезинфектантов уже 
не одно десятилетие [23–28]. Недавно были разработаны 
вещества, имеющие в своем составе антиоксидантную 
группу и компонент, воздействующий на митохондрии. 
Примером таких соединений являются конъюгированные 
с трифенилом фосфония убихинон (MitoQ) [29] и пласто-
хинон (SkQ1) [30]. В недавних работах сообщается, что эти 
соединения успешно уничтожают бактерии Bacillus subtilis 
[31, 32]. Более того, SkQ1 показал свою эффективность 
в борьбе против некоторых грамотрицательных бактерий 
(за исключением Escherichia coli) и различных грамположи-
тельных видов, включая S. aureus и Mycobacterium sp.

Механизм бактерицидного действия антибиотика SkQ1 
можно объяснить способностью последнего нарушать 

Протонофорный цикл с участием протонофорного разобщителя CCCP, протонофороподобного соединения SkQ1 на основе трифенилфосфония и жирных 
кислот (FA)

Протонофорное разобщение 
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SkQ1 содержит не только эффективный антимикроб-
ный компонент, но и антиоксидантную часть, воздейст-
вующую на активные формы кислорода в митохондриях. 
Поэтому SkQ1 можно считать новым видом гибридного 
антибиотика двойного действия. Отсутствие токсичнос-
ти этого вещества в дозе 1–2 µM для клеток человека и 
животных означает, что SkQ1 является безопасным анти-
микробным средством, которое, с одной стороны, унич-

тожает патоген, а с другой — способствует регенерации 
поврежденных клеток организма.

Подобные соединения могли бы применяться для ле-
чения бактериальных инфекций, сопровождаемых фор-
мированием биопленок. На сегодняшний день нет никаких 
сообщений о развитии резистентности к SkQ1 и произ-
водным трифенилфосфония среди грамположительных 
микроорганизмов.

 
ВЫВОДЫ

Современный уровень знаний о механизмах развития бак-
териальной устойчивости к антибиотикам и о биоэнерге-
тических процессах у бактерий позволяет предположить, 
что соединения на основе трифенилфосфония могут стать 
альтернативой в лечении инфекций, вызываемых резис-
тентными к антибиотикам бактериями. Эти препараты оли-
цетворяют новый подход к лечению бактериальных инфек-
ций, который поможет победить устойчивость бактерий к 
антибиотикам и снизить уровень смертности от вызывае-
мых ими инфекций.
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Одной из современных проблем здравоохранения является 
стремительное увеличение количества штаммов бактерий, 
устойчивых к существующим антибактериальным сред-
ствам. Некоторые из них выработали резистентность даже 
к наиболее эффективным в настоящее время препаратам и 
препаратам резерва. Все больше штаммов приобретают 
множественную или широкую лекарственную устойчи-

вость. В отдельных случаях выявляются «супербаги», не 
восприимчивые ни к одному применяемому для данной 
инфекции антибиотику. Быстрое появление и распростра-
нение разнообразных механизмов устойчивости к анти-
бактериальным средствам обусловливает необходимость 
разработки принципиально новых подходов борьбы с бак-
териями. В краткосрочной перспективе существенным 
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представляется повышение эффективности использования 
известных антибиотиков, например, с помощью разработки 
усовершенствованных подходов к терапии. В долгосрочной 
перспективе необходима разработка антибактериальных 
средств, для которых развитие устойчивости будет мало-
вероятным.

Одной из альтернатив антибиотикам и синтетическим 
антибактериальным средствам являются бактериофаги. 
Уже много лет они используются для борьбы с инфекциями, 
вызванными различными возбудителями [1, 2]. Применение 
бактериофагов имеет множество преимуществ: автомати-
ческое дозирование в зависимости от степени заражения, 
минимальное нарушение естественной микрофлоры, низкая 
вероятность развития устойчивости, совместимость с 
антибиотиками, быстрая скорость разработки средств на 
основе фагов и их низкая стоимость, уничтожение биопле-
нок, возможность единоразового введения и применения 
низких доз, а также низкая степень нагрузки на окружа-
ющую среду [3]. Однако есть и недостатки применения 
таких лекарственных препаратов. Работа с бактериофа-
гами трудоемка — их сложно выделять из бактериальных 
культур с требуемой степенью чистоты, необходимо посто-
янно определять и нормировать их фармакокинетические 
характеристики, меняющиеся в процессе хранения. Меж-
ду тем культивирование необходимо проводить на близких 
к патогену видах и штаммах, для которых отсутствуют 
эффективные стандартные протоколы культивирования 
и применяются высокие требования к безопасности в 
работе. К тому же, бактериофаги могут переносить гены 
бактериальных токсинов, а появление к ним устойчивости 
все же вероятно. И, наконец, фаги в высокой степени 
иммуногенны, что впоследствии снижает эффективность 
их повторного применения [3–5].

Новым классом антибактериальных агентов, которому 
не присущи вышеуказанные минусы, являются фаголизины 
(эндолизины). Фаголизины — это кодируемые бактерио-
фагами специфические ферменты, расщепляющие пепти-
догликан клеточной стенки бактерий. В ходе своего жиз-
ненного цикла бактериофаги выделяют фаголизины для 
проникновения в клетку фаговой ДНК при инфицировании 
бактерий, а также для высвобождения новых вирионов из 
клетки. За счет действия своих каталитических доменов 
фаголизины способствуют расщеплению различных связей 
в пептидогликане. Гибель бактерии происходит вследствие 
гипотонического лизиса из-за различия в осмотическом 
давлении внутри и снаружи клетки [6].

Существует ряд неоспоримых преимуществ использо-
вания фаголизинов по отношению к другим антимикробным
агентам. Во-первых, это селективность. Воздействуя на 
определенный вид бактерий, фаголизины не влияют на 
представителей нормальной микрофлоры организма. 
Во-вторых, фаголизины очень быстро действуют на пепти-
догликан клеточной стенки, не задействуя длительные 
метаболические процессы, что приводит к быстрому ли-
зису бактерии. Время лечения таким препаратом может 
значительно снижаться по сравнению с терапией антибак-
териальными средствами. В-третьих, очень важным аспек-
том является низкая вероятность развития резистентности 
к фаголизинам. Фаголизины действуют на специфические 
молекулы-мишени, которые необходимы для нормальной 
жизнедеятельности клеток-хозяев, в связи с этим возник-
новение устойчивых изолятов маловероятно, поскольку 
должно сопровождаться коренной перестройкой бактери-
альной клеточной стенки. В-четвертых, фаголизины дейс-
твуют на антибиотикоустойчивые штаммы бактерий, что 

решает одну из важнейших проблем здравоохранения. 
И, в-пятых, вследствие своей способности дестабилизи-
ровать пептидогликан клеточной стенки фаголизины 
способны не только уничтожать клетки бактерий, находя-
щихся в различных метаболических состояниях (состоянии 
покоя или при активном делении), но и разрушать образуе-
мые патогенами биопленки [7].

Одним из опаснейших возбудителей внутрибольничных 
инфекций является синегнойная палочка (Pseudomonas 
aeruginosa). Борьба с ней сильно затруднена в связи с ее 
стремительно растущей устойчивостью к антибиотикам, 
способностью образовывать биопленки, а также разно-
образием видов инфекций, вызываемых ею [8]. Создание 
новых лекарственных средств с активностью против 
Pseudomonas aeruginosa становится особенно важным.

Бактериофаг КРР10 обладает широким спектром 
действия на различные штаммы Pseudomonas aeruginosa 
[9], в связи с чем его рекомбинантный фаголизин пред-
ставляется перспективным белком для изучения физико-
химических свойств и спектра литической активности, а 
также для создания на его основе антибактериального 
средства против Pseudomonas aeruginosa. В настоящей 
статье приводятся полученные нами данные по наработке 
рекомбинантного артилизина бактериофага КРР10, изуче-
нию его физико-химических свойств, а также бактерицид-
ной активности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белков AL-KPP10 и L-KPP10

Последовательности генов, кодирующих белки эндолизин 
L-KPP10 и артилизин AL-KPP10, были получены с исполь-
зованием коммерческого синтеза (Евроген, Россия) в 
составе вектора pAL2-T. Последовательность была про-
верена на отсутствие ошибок с использованием секве-
нирования по Сэнгеру. В дальнейшем синтезированный 
ген в векторе pAL2-T, кодирующий последовательность 
L-KPP10, был расщеплен эндонуклеазами рестрикции по 
сайтам BamH – SacI и BamHI – PstI соответственно. По тем 
же сайтам был расщеплен экспрессионный вектор pQE-
30. Полученные рестрикционные фрагменты разделяли с 
помощью электрофореза в агарозном геле и после визуа-
лизации в УФ-свете выделяли необходимые фрагменты с 
помощью специального набора «Silica Bead DNA Extraction 
Kit» (Thermo, США). Далее проводили лигирование со-
ответствующих рестрикционных фрагментов вставки и 
вектора в стандартном лигазном буфере T4 лигазой 
(Thermo, США). 

Два полученных экспрессионных вектора pQE-30
(несущих гены AL-KPP10 и L-KPP10) помещали в компе-
тентные клетки Escherichia coli штамма М15 с помощью 
трансформации методом «Heat Shock» для дальнейшей
продукции белков. Для этого к компетентным клеткам 
добавляли полученные лигазные смеси, инкубировали 
в течение 25 мин на льду, затем нагревали при 42 °С в 
течение 45 с, помещали на лед на 2 мин, а затем добавля-
ли среду LB, подращивали клетки при 37 °С в течение 1 ч и 
высевали на чашки Петри. После инкубации чашек Петри 
при 37 °С в течение ночи, полученные колонии высевали в 
жидкую среду LB с необходимыми антибиотиками.

После наращивания клеток-продуцентов до OD
600

 = 0,6 
и индукции в течение 3 ч с помощью добавления 1 мМ 
IPTG проводили очистку на колонке с Ni-NTA – агарозой. 
Для этого индуцированные клетки лизировали буфером, 
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содержащим 6 М гидрохлорида гуанидина, 10 мМ Трис, 
100 мМ NaH

2
PO

4
•H

2
O (рН 8,0) в течение 1 ч, а затем лизат, 

в котором находится целевой белок, наносили на колонку
в режиме gravity flow. Белок элюировали с сорбента 
путем понижения pH в градиенте буферов (состоящем из 
8 М мочевины, 10 мМ Трис, 0,1 М NaH

2
PO

4
•H

2
O, при рН от 

8,0 до 5,5).
Далее полученные фракции белков AL-KPP10 и 

L-KPP10 очищали с помощью аффинной хроматографии 
на колонке HisTrap HP (GE Healthcare, Великобритания). 
Раствор белка наносили на колонку в буфере, состоящем 
из 8 М мочевины, 10 мМ Трис, 0,1 М NaH

2
PO

4
•H

2
O, 10 мМ 

имидазола. Целевой белок элюировали с колонки с по-
мощью буфера, содержащего 8 М мочевину, 10 мМ Трис, 
100 мМ Na

2
HPO

4
 и 500 мМ имидазола (pH 5,5). Полученные 

фракции белков диализовали от буфера, в состав которо-
го входят 5 мМ HEPES и 1 мМ DTT (pH 5,5) при 4 °С. Кон-
центрацию белков измеряли спектрофотометрически на 
приборе HITACHI U-2900 (Hitachi, Япония) в кюветах с дли-
ной пути 1 см. Измеряли оптическую плотность растворов 
белков при 280 нм. Концентрацию рассчитывали с учетом 
коэффициента поглощения E0,1%

280
 нм, равного 1,455 и 

рассчитанного с помощью приложения ProtParam [10].  

Физико-химические методы измерения

1. Измерение спектров кругового дихроизма
Спектры кругового дихроизма рекомбинантных белков, 

полученных в денатурирующих условиях и диализованных 
от 0,1 М фосфатного буфера, измеряли на модифициро-
ванном дихрографе Jobin-Ivon Mark V (Horiba, Япония) при 
комнатной температуре в кюветах c длиной оптического 
пути 1 мм, при концентрациях белков около 200 мкг/мл.  
Область измерения спектров составила 190–260 нм.
2. Динамическое лазерное светорассеяние

Гидродинамический диаметр частиц в растворе опре-
деляли на приборе ZetaSizer Nano-ZS компании Malvern 
Instruments LTD (Malvern, США) при 25 °С в специальных 
полистироловых кюветах с длиной пути 1 см. Длина волны 
лазера составляла 633 нм. Использовали пробы белков, 
полученных в денатурирующих условиях согласно мето-
дике, описанной выше c последующим диализом. Кон-
центрация проб белков была заранее измерена на спек-
трофотометре. Полученные данные были обработаны 
с помощью программы Dispersion Technology Software 
version 5.10 (Malvern, США) .
3. Измерение спектров флуоресценции

Спектры триптофановой флуоресценции проб белков 
с известной концентрацией (40 мкг/мл), полученных в де-
натурирующих условиях и очищенных на хроматографе, 
снимали на флуориметре FluoroMax-3 производителя 
HORIBA Jobin Yvon GmbH (Horiba, США) при комнатной 
температуре в специальных кюветах с длиной оптическо-
го пути 1 см, при возбуждающей эмиссию длине волны 
(соответствующей поглощению трипотфана) равной 280 нм.
Область измерения спектров составила 300–400 нм.

Изучение антибактериальных свойств

1. Изучение бактерицидной активности
Использовали препараты L-KPP10 и AL-KPP10, очищен-

ные на хроматографической колонке и диализованные от 
буфера, содержащего 5 мМ HEPES и 1 мМ DTT (рН 5,5). 
Концентрацию белков доводили до необходимого значения 
тем же буфером.

Ночную культуру (2 мл в среде LB) бактериального 
штамма разбавляли и растили до оптической плотности 
OD

600
 = 0,6. Полученную культуру (2 мл) осаждали цен-

трифугированием (3000 g, 10 мин), клетки ресуспендиро-
вали в таком же объеме 5 мМ HEPES (рН 5,5); мутность 
полученной суспензии должна соответствовать стандарту 
мутности по МакФарланду 0,5. Далее бактериальную куль-
туру разбавляли в 100 раз таким же буфером (конечная 
плотность клеток составила 106 кл./мл). В 96-луночном 
планшете готовили следующие смеси:

1) 100 мкл суспензии бактерий, 50 мкл препарата в 
нужной концентрации и 50 мкл ЭДТА (конечная концент-
рация 0,5 мМ);

2) 100 мкл суспензии бактерий и 100 мкл препарата в 
нужной концентрации;

3) 100 мкл суспензии бактерий и 100 мкл буфера 
(контроль);

4) 100 мкл суспензии бактерий, 50 мкл буфера и 50 мкл 
ЭДТА (контроль).

Полученные смеси инкубировали при комнатной тем-
пературе в течение 30 мин. Затем делали 10-кратные 
разведения в фосфатном буфере (pH 7,2) и 100 мкл 
каждого разведения наносили на чашки Петри с агари-
зованной средой LB. Колонии на чашках подсчитывали 
после ночной инкубации при 37 °С.

В микробиологических исследованиях были задейство-
ваны штамм Pseudomonas aeruginosa РА103, а также кли-
нические изоляты Ts 38–16, Ts 43–16, Ts 44–16, Ts 47–16, 
Ts 48–16 и Ts 49–16, депонированные в коллекции Нацио-
нального исследовательского центра эпидемиологии и 
микробиологии имени Н. Ф. Гамалеи Минздрава России. 
2. Электронная микроскопия

AL-KPP10 в концентрации 50 мкг/мл добавляли к 106 

КОЕ чувствительного штамма Ts 43-16 в буфере HEPES и 
инкубировали в течение 10, 20 или 30 мин при комнатной 
температуре.

10 мкл смеси наносили на специальную сеточку, высу-
шивали при комнатной температуре, затем окрашивали 
1% раствором уранилацетата, помещая сеточку на 30 с в 
каплю красителя. Остаток уранилацетата убирали, отмывая 
сеточку в капле воды в течение 30 с, промакивали фильт-
ровальной бумагой и высушивали при комнатной темпе-
ратуре. Полученные препараты просматривали на элект-
ронном микроскопе JEOL JEM-101 (FEI Phenom World, 
Голландия). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение и характеристика физико-химических 
свойств рекомбинантных молекул эндолизина 
и артилизина

В ходе работы были получены два рекомбинантных белка: 
эндолизин L-KPP10 и его модифицированный вариант —
артилизин AL-KPP10, содержащий на С-конце своей 
структуры фрагмент миелоидного антимикробного пептида 
SMAP-29 ([K2,7,13]-SMAP-29(1–17)). Конструкции были 
получены с использованием коммерческого синтеза генов. 
Для получения экспрессионных конструкций оба вариан-
та гена были перенесены в вектор pQE-30. Два получен-
ных экспрессионных вектора (несущих гены AL-KPP10 и 
L-KPP10) помещали в компетентные клетки штамма М15 
Esherichia coli с помощью трансформации методом «Heat 
Shock», наращивали клетки-продуценты и индуцировали 
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Рис. 1. Физико-химические свойства эндолизина L-KPP10 и артилизина AL-KPP10. Спектры кругового дихроизма белков AL-KPP10 и L-KPP10 (А). Спектры 
триптофановой флуоресценции белков в денатурирующих и нативных условиях (Б). Динамическое лазерное светорассеяние в растворах нативных белков 
AL-KPP10 (В) и L-KPP10 (Г)
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продукцию белка с помощью добавления синтетического 
аналога лактозы ИПТГ (изопропил-β-D-1-тиогалактопи-
ранозид). Далее клетки лизировали, полученные в дена-
турирующих условиях клеточные лизаты фракций белков 
AL-KPP10 и L-KPP10 очищали методом аффинной хрома-
тографии с помощью гистидинового тага с N-концов бел-
ковых молекул и рефолдировали путем диализа.

На следующем этапе характеризовали различные фи-
зико-химические свойства полученных белков. Для опре-
деления структуры L-KPP10 и его модифицированного 
варианта AL-KPP10 проводили эксперименты в денатури-
рующих условиях и после ренатурации. В результате были 
исследованы: спектры кругового дихроизма для изучения 
вторичной структуры, спектры триптофановой флуорес-
ценции для изучения наличия третичной структуры, а также 
динамическое лазерное светорассеяние белков для изуче-
ния их способности к агрегации/олигомеризации. 

Изучение спектров кругового дихроизма показало, что 
AL-KPP10 и L-KPP10 имеют форму спектра, типичную для 
αβ-белков с некоторым вкладом неупорядоченных струк-
тур (рис. 1А). Присутствие в структуре AL-KPP10 пептида 
[K2,7,13]-SMAP-29(1–17) не влияет на вторичную структуру 
белка, так как спектры практически полностью совпадают.

При помощи изучения спектров триптофановой флуо-
ресценции исследовали наличие третичной структуры 
белков (рис. 1Б). По сравнению с денатурированными бел-
ками, у ренатурированных белков наблюдается смещение 
максимумов эмиссии в более коротковолновую область. 
Это смещение свидетельствует об уменьшении числа кон-
тактов триптофана в составе внутреннего белкового кора 
с молекулами растворителя вследствие восстановления 

третичной структуры. Данный результат позволяет рас-
считывать, что после ренатурации AL-KPP10 и L-KPP10 
способны проявлять ферментативную активность.

Для изучения стабильности растворов полученных 
рекомбинантных белков был применен метод динамичес-
кого лазерного светорассеяния. Данный метод позволяет 
определить гидродинамический размер белкового комплек-
са в растворе и способность молекулы белка к агрегации. 
Небольшие размеры наблюдаемого комплекса (3–7 нм) 
свидетельствуют о том, что белок находится в виде моно-
меров, а такое состояние является показателем стабиль-
ности белков в растворе. В случае изучаемых эндолизинов 
динамическое лазерное светорассеяние показало, что 
большая часть белков в нативном состоянии находятся в 
виде агрегатов размером около 60 нм, что является нор-
мой для рекомбинантных белков, полученных с использо-
ванием процедуры ренатурации (рис. 1В, 1Г). 

Противомикробная активность рекомбинантных 
молекул эндолизина и артилизина по отношению 
к Pseudomonas aeruginosa

Для изучения противомикробной активности рекомби-
нантных эндолизина и артилизина KPP10 использовали 
коллекцию лабораторных штаммов и клинических изолятов 
лаборатории трансляционной биомедицины Националь-
ного исследовательского центра эпидемиологии и микро-
биологии имени Н. Ф. Гамалеи Минздрава России. Для 
изучения бактерицидного эффекта заданное количество 
предварительно подготовленных клеток нужных штам-
мов Pseudomonas aeruginosa обрабатывали раствором с 



ВЕСТНИК РГМУ   1, 2018   VESTNIKRGMU.RU| |

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   АЛЬТЕРНАТИВА АНТИБИОТИКАМ

26

Рис. 2. Противомикробная активность рекомбинантного эндолизина по отношению к штамму РА103 Pseudomonas aeruginosa. Обработка различными 
концентрациями рекомбинантного L-KPP10 в отсутствии пермеабилизирующих агентов (А). Добавление 0,5 мМ ЭДТА к смеси бактерий и L-KPP10 (Б). 
* — уровень значимости р = 0,05 (критерий Манна–Уитни)

различными концентрациями рекомбинантных фаголизина 
и артилизина, после чего производили посев на плотную 
агаризованную среду LB.

В результате экспериментов было показано, что эн-
долизин L-KPP10 не обладает бактерицидным эффектом 
на коллекционный штамм РА103 в исследованных концен-
трациях (рис. 2А). Данный результат был ожидаем, так как 
наличие наружной мембраны не позволяет белку проникнуть 
к молекулярным мишеням клеточной стенки грамотрица-
тельных бактерий. Так, совместная обработка бактериаль-
ных клеток белком L-KPP10 и ЭДТА в концентрации 0,5 мМ,
повышающей проницаемость мембран, приводит к по-
явлению литического эффекта в концентрациях уже от 
3 мкг/мл (рис. 2Б).

Наличие положительно заряженного пептида в составе 
артилизина существенно изменяло наблюдаемую картину. 
Так, противомикробная активность артилизина AL-KPP10 
проявлялась не только на штамме РА103, но и на четырех 
из шести клинических изолятов Pseudomonas aeruginosa 
(табл. 1 и рис. 3). Инкубация артилизина с клетками бак-
терий в количестве 106 в течение 30 мин приводила к сни-
жению числа колониеобразующих единиц Pseudomonas 
aeruginosa на 105 кл. в концентрациях 25 и 50 мкг/мл 
(рис. 3А).

Для визуализации процесса лизиса клетки использова-
ли электронную микроскопию. Для этого восприимчивый 
к действию артилизина клинический изолят Pseudomonas 
aeruginosa Ts 43–16 обрабатывали AL-KPP10. Для обрабо-
ток использовали концентрацию 50 мкг/мл. Инкубировали 
при комнатной температуре в течение 10, 20 и 30 мин. Визу-
ализировали процесс лизиса под электронным микроско-

пом после окраски уранилацетатом (рис. 3Б). Как видно из
рисунка, клетки Pseudomonas aeruginosa под действием бел-
ка теряют клеточную стенку, которую можно наблюдать в ви-
де электронноплотной окрашенной массы, похожей на стружки.

Инкубация AL-KPP10 с чувствительными штаммами 
Pseudomonas aeruginosa значительно снижает количество 
бактерий, выросших на чашках Петри, что показано на 
примере клинического изолята Ts 49–16 (рис. 3В). 

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время идет активный поиск различных фа-
голизинов для борьбы как с грамположительными, так и с 
грамотрицательными бактериями. Однако использование 
фаголизинов против грамотрицательных возбудителей 
затруднено из-за наличия наружной мембраны, препятс-
твующей действию фермента на пептидогликан, поэтому 
необходимы вещества, увеличивающие проницаемость 
наружной мембраны. В качестве таковых могут использо-
ваться полимиксины и их производные, аминогликозиды, 
ЭДТА, лимонная кислота и т. д. [11]. Например, были опу-
бликованы результаты по эндолизину KZ144, полученному из 
антисинегнойного бактериофага phiKZ. Эндолизин KZ144 
проявлял свои антимикробные свойства в присутствии 
пермеабилизаторов [12]. Еще одним примером служит 
запатентованный эндолизин OBPgpLYS. Данный белок 
обладает широким спектром действия на грамотрицатель-
ные бактерии и способен снижать количество бактерий на
один порядок. При этом было показано, что добавление ЭДТА 
в небольших концентрациях увеличивает антимикробный 
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Рис. 3. Противомикробная активность рекомбинантного артилизина AL-KPP10 по отношению к восприимчивым штаммам Pseudomonas aeruginosa. 
Обработка различными концентрациями рекомбинантного AL-KPP10 в отсутствии пермеабилизирующих агентов различных чувствительных штаммов 
Pseudomonas aeruginosa (А), р < 0,01 (критерий Манна–Уитни). Электронная микроскопия клеток клинического изолята Pseudomonas aeruginosa Ts 43-16 
после обработки AL-KPP10 в концентрации 50 мкг/мл в течение 10 мин, 20 мин и 30 мин (Б). Чашки Петри с нанесенной смесью артилизина и клеток кли-
нического изолята Pseudomonas aeruginosa Ts 49–16 после инкубации в течение 30 мин (В)

Таблица 1. Противомикробная активность артилизина AL-KPP10 по отно-
шению к клиническим изолятам Pseudomonas aeruginosa

эффект против Pseudomonas aeruginosa с множественной 
лекарственной устойчивостью на 102–103 [13].

Для того чтобы не задействовать дополнительные 
реагенты, увеличивающие проницаемость наружных мем-
бран, был создан новый класс фаголизинов — артилизины 
[14, 15, 16]. Эти соединения представляют собой слитые 
в одной рамке трансляции эндолизин и положительно 
заряженный пептид, который позволяет перенести моле-
кулу через наружную мембрану грамотрицательных бакте-
рий. Один из перспективных пептидов для этих целей — 

миелоидный антимикробный пептид овцы SMAP-29. Эта 
амфифильная молекула связывается с отрицательно за-
ряженными фосфолипидами мембраны и образует в ней 
поры за счет встраивания своей гидрофобной части [17]. 
Примером артилизина, в состав которого входит молекула 
SMAP-29, служит артилизин Art-175 — модифицирован-
ный эндолизин бактериофага KZ144. В отличие от KZ144 
артилизин Art-175 может проходить через наружную мем-
брану Pseudomonas aeruginosa и уничтожать бактерии, в 
том числе с множественной резистентностью, уменьшая 
их количество более чем на 104 [16]. При этом было 
выявлено, что активность фаголизинов может быть шире, 
чем внутривидовая [18]. Так, для Art-175 была показана 
эффективность артилизина против бактерий Acinetobacter 
baumannii, в том числе штаммов, обладающих лекарствен-
ной устойчивостью, а также персистирующих форм [19].

Однако SMAP-29 в неизменном виде проявляет ци-
тотоксичность по отношению к эритроцитам человека. В 
одном из исследований выявляли зависимость антибакте-
риальной и гемолитической активности от длины пептида 
SMAP-29 и его первичной последовательности. После уда-
ления и замены нескольких аминокислот была выявлена 
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структура [K2,7,13]-SMAP-29(1–17), обладающая опти-
мальной активностью и не проявляющая нежелательной 
цитотоксичности [20, 21].

В ходе настоящей работы было получено два реком-
бинантных фаголизина — эндолизин L-KPP10 и его моди-
фицированная форма — артилизин AL-KPP10. Изучение 
физико-химических свойств эндолизина и артилизина 
показало наличие у них третичной структуры, которая 
восстанавливается в процессе ренатурации, что позволяет 
предположить наличие у них ферментативной активности. 
Оба белка имеют профиль, позволяющий поддерживать 
высокую стабильность в растворе. Важно отметить, что 
присутствие положительно заряженного пептида SMAP-
29(1–17) в составе фаголизина KPP10 не меняет структуры 
и свойств белка (см. рис. 1). Данные результаты позво-
лили перейти к проверке противомикробной активности 
полученных рекомбинантных молекул.

В ходе работы по проверке бактериолитической ак-
тивности было показано, что эндолизин L-KPP10 в иссле-
дованных концентрациях проявляет активность только в 
присутствии ЭДТА. ЭДТА как пермеабилизирующий агент 
способствовал проникновению эндолизина через наруж-
ную мембрану к клеточной стенке. Между тем, артилизин 
AL-KPP10 благодаря наличию в его структуре фрагмента 
антимикробного миелоидного пептида SMAP-29 ([K2,7,13]-
SMAP-29(1–17)) не требует дополнительной пермеабилиза-
ции с помощью ЭДТА и оказывает бактерицидный эффект 
на широкий спектр штаммов Pseudomonas aeruginosa. 
Так, пять из семи исследованных клинических изолятов 
Pseudomonas aeruginosa оказались восприимчивыми, а 
наибольшая активность проявлялась при концентрации 
белка 25 и 50 мкг/мл. Артилизин в данных концентрациях 
снижал количество бактерий на 105 в течение 30 мин.

Наиболее близким функциональным аналогом опи-
санного в данной статье артилизина AL-KPP10 является
артилизин Art-175, представляющий собой эндолизин 
KZ144, связанный с пептидом SMAP-29 в неизмененном 
виде. Как и в случае с AL-KPP10, артилизин Art-175 может
проходить через наружную мембрану Pseudomonas 
aeruginosa и лизировать бактерии. Отличие AL-KPP10 от 
артилизина Art-175 заключается не только в использова-
нии оригинальной последовательности лизина KPP10, но 
и наличие модификации укороченного пептида SMAP-29, 
несущего три аминокислотные замены [позиции K2,7,13], 
что приводит к снижению цитотоксической активности 
[20, 21]. Также можно рассчитывать, что активность арти-
лизина AL-KPP10 выше, чем у Art-175, так как, согласно
приведенным в настоящей статье данным, AL-KPP10 
проявляет активность на порядок выше чем Art-175 [16].

ВЫВОДЫ

Представленные в настоящей статье данные подтверждают 
работоспособность схемы, при которой возможно дости-
жение литических свойств фаголизинов, действующих на 
грамотрицательные бактерии не только изнутри клетки, но 
и снаружи с применением пермеабилизирующих агентов 
или положительно заряженных пептидов. Это согласуется 
с ранее опубликованными результатам по эндолизину 
KZ144 полученному из антисинегнойного бактериофага 
phiKZ, а также по эндолизину OBPgpLYS, которые прояв-
ляли свои антимикробные свойства в присутствии пермеа-
билизаторов. Таким образом, в будущем можно рассчиты-
вать на получение положительных результатов разработки 
на основе рекомбинантных фаголизинов препаратов, 
которые станут реальной альтернативой антибиотикам. 
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ПРИМЕНЕНИЕ АНТИМИКРОБНОЙ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ 
НА ОСНОВЕ МЦ540 К МОДЕЛИ РАНЕВОЙ ИНФЕКЦИИ

THE USE OF ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC THERAPY MEDIATED 
BY MC540 IN THE INFECTED WOUND MODEL 

Фотодинамическая терапия (ФДТ) является альтернативным методом лечения инфекций, позволяющим убивать ле-
карственно-устойчивые бактерии без повреждения ткани хозяина. В настоящем исследовании использован полире-
зистентный клинический штамм Pseudomonas aeruginosa PA21 (P. aeruginosa) в модели раневой инфекции на мышах 
для изучения влияния ФДТ (в водных растворах анионного фотосенсибилизатора Мероцианина 540 (МЦ540): в воде 
и 0,25 М NaCl) на бактериальную инактивацию и заживление ран. После проведения ФДТ гибель бактерий оценивали 
путем определения бактериологической нагрузки в ранах, процесс заживления ран контролировали прямым изме-
рением штангенциркулем в двух проекциях, а также проведением патоморфологических исследований послойных 
срезов инфицированных ран. Полученные результаты показали, что ФДТ в присутствии МЦ540 в растворе хлорида 
натрия (но не МЦ540 в воде) способна вызывать гибель бактерии, препятствовать их восстановлению и значительно 
ускорять процесс заживления ран.

Photodynamic therapy (PDT) is an alternative to conventional therapies of infections. It can kill drug-resistant bacteria without 
damaging host tissues. In the present work we use the multiresistant strain PA21 of Pseudomonas aeruginosa to model a 
wound infection in mice and study the effect of PTD mediated by aqueous solutions of the anionic photosensitizer merocyanine 
540 (solubilized in water and in 0.25 M sodium chloride) on bacterial decontamination and wound healing. To assess a 
therapeutic effect of PDT, we monitored bacterial contamination of the wound, measured the wound size in two planes using 
a caliper and carried out a histopathological examination of infected tissue sections. Our study reveals that PDT mediated by 
MC540 in the sodium chloride solution can induce bacterial death, inhibit bacterial re-growth and accelerate wound healing. 

Ключевые слова: антимикробная фотодинамическая терапия, полирезистентный клинический штамм Pseudomonas 
aeruginosa, инфекция кожи и мягких тканей, заживление ран, мероцианин 540, раневая инфекция

Keywords: antimicrobial photodynamic therapy, multiresistant clinical strain, Pseudomonas aeruginosa, skin infection, soft 
tissue infection, wound healing, merocyanine 540, wound infection 
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Кожа служит физическим барьером и первой линией защи-
ты организма от окружающих патогенов. При повреждении
кожного покрова в ране может развиться инфекция и  
остановить процесс заживления раны, приведя к увеличению 
риска заболеваемости и даже смертности. Открытие анти-
биотиков произвело революцию в лечении инфекций, но 
наблюдающееся в последнее время увеличение резистент-

ности к антибиотикам среди патогенных бактерий диктует 
необходимость поиска новых альтернативных методов 
лечения локализованных инфекций. Одним из таких ме-
тодов стала ФДТ, которая ранее успешно применялась в 
лечении онкологии [1–3], а недавно была предложена 
для лечения бактериальных инфекций [4–7]. Суть анти-
микробной ФДТ заключается в местном применении в 
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инфицированной ткани нетоксичного красителя — фо-
тосенсибилизатора (ФС) с последующим воздействием 
монохроматическим светом с длинной волны, к которой 
чувствителен ФС [8–9]. Под действием света ФС активи-
руется, генерируя свободные радикалы и/или синглетный 
кислород, губительные для инфекционных агентов. 

Цель настоящего исследования заключалась в изуче-
нии влияния ФДТ с использованием анионного ФС МЦ540 
в модели раневой инфекции на животных на бактериальную 
инактивацию и на процесс заживления ран. Мыши линии 
BALB/c были инфицированы полирезистентным клиничес-
ким штаммом Pseudomonas aeruginosa PA21. Инактивацию 
бактерий оценивали путем определения бактериологичес-
кой нагрузки в ранах, процесс заживление ран контро-
лировали прямым измерением штангенциркулем в двух 
проекциях, а также проведением патоморфологических 
исследований послойных срезов инфицированных ран. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Фотосенсибилизатор

Маточный раствор МЦ540 (Sigma-Aldrich, Швейцария) в 
концентрации 1×10–3 M готовили в 96% этаноле в день 
проведения опыта. Концентрацию МЦ540 определяли 
спектрофотометрически с использованием коэффициента 
экстинкции ε

500
 = 63 000 М–1см–1 в воде. В рабочих рас-

творах концентрация МЦ540 составляла 25 мкМ, которую 
получали путем разведения маточного раствора МЦ540 
(1×10–3 M) водой или 0,25 М раствором NaCl (ACROS, 
США). 

Культуры клеток микроорганизмов

В работе использовали полирезистентный клинический 
штамм Pseudomonas aeruginosa PA21 из коллекции микро-
организмов ФГБУ ФНИЦ эпидемиологии и микробиологии 
имени Н. Ф. Гамалеи.

P. aeruginosa инкубировали в течение ночи при 37 °C в 
питательном бульоне Brain Heart Infusion (BHI «Difco», США), 
разводили в свежей питательной среде 1:100, растили до 
оптической плотности (OD

600
), равной 1, что соответствует 

концентрации 109 КОЕ/мл. Далее культуру дважды отмы-
вали фосфатно-солевым буфером (pH = 7,4) (Экосервис, 
Россия) и аликвотами по 50 мкл наносили на рану.

Бактериальная нагрузка ран

Отбор материала производили по следующей методике: 
при помощи ватных тампонов получали мазок непосредс-
твенно с поверхности раны. Далее тампон помещали в 
пробирку с 0,9 мл физиологического раствора, из кото-
рого в последующем готовили серийные разведения 1:10, 
1:100, 1:1000. Каждое разведение высевали на две чашки 
с агаризованной средой (BHI «Difco», США), подсчет колоний 
проводили через 24 ч, результаты выражали в колоние-

образующих единицах (КОЕ), а именно в десятичном лога-
рифме, взятом от количества КОЕ.

Антимикробная фотодинамическая терапия

Манипуляции во время проведения экспериментов вы-
полняли с соблюдением правил асептики и антисептики с 
использованием щадящей методики обезболивания. Все 
исследования проводили с соблюдением правил биоэтики 
и международных принципов и требований «Европейской 
конвенции по защите позвоночных животных» (Страсбург, 
март 1986 г.) и Хельсинской декларации о гуманном отно-
шении к животным. 

В исследовании использовали мышей BALB/c 6–8 
недель и весом 17–21 г. За сутки до проведения ФДТ на 
спине животных выбривали участок кожи площадью 2 см2 
и затем перманентным маркером намечали контур будущей 
раны. Перед формированием раны животным давали 
ингаляционный наркоз (изофлуран). Поверхность кожи 
дважды обрабатывали антисептиком, наносили рану округ-
лой формы 1,5 см в диаметре, иссекали кожу, подкожную 
клетчатку и фасцию до мышц. Далее на рану наносили 
аликвоту объемом 50 мкл, содержащую суспензию бакте-
рий (P. aeruginosa) в концентрации 107  КОЕ/мл. Через 6 ч 
после инокуляции бактерий проводили ФДТ.

Животных разделили на 4 группы (табл. 1). Мыши из 
группы А (n = 18) служили в качестве абсолютного конт-
роля, не получая никакого лечения; мыши из группы Б 
(n = 18) служили в качестве светового контроля и для 
лечения инфицированной раны облучались монохромати-
ческим светом с длиной волны 530 нм и временем экспо-
зиции 5 мин; мыши группы В (n = 18) получали ФДТ в 
присутствии 25 мкМ водного раствора МЦ540 с облучением 
монохроматическим светом с длиной волны 530 нм и 
временем экспозиции 5 мин; мыши группы Г (n = 18) полу-
чали ФДТ в 25 мкМ водном растворе МЦ540 в присутствии 
0,25 М NaCl с облучением монохроматическим светом с 
длиной волны 530 нм и временем экспозиции 5 мин. Из 
каждой группы было оставлено по 3 животных для наблю-
дения за долгосрочными эффектами (36 сут.).

Мышей обрабатывали локально 50 мкл раствора 25 мкМ 
в 0,25 M NaCl, с экспозицией без облучения в течение 
5 мин. Обработанные очаги были освещены светом с дли-
ной волны 530 нм, обеспечивающим 2 мВт/см2 в течение 
5 мин, что соответствует общей дозе 6 Дж/см2. 

Гистология

Биологический материал фиксировали в буферном раст-
воре 10%-го формалина. Фиксированные образцы заклю-
чали в парафин. Срезы толщиной 3–7 мкм окрашивали 
гематоксилин-эозином и использовали для микроструктур-
ного анализа и морфометрических наблюдаемых процес-
сов. Морфометрические данные были получены с помо-
щью микроскопа-анализатора AxioimagerA-2 (Carl Zeiss, 
Германия).

Таблица 1. План исследования на животных

Группа Количество животных Бактерии Лечение

Группа А: абсолютный контроль 18 P. aeruginosa Без лечения

Группа Б: световой контроль 18 P. aeruginosa Свет (6 Дж/см2; λ = 530 нм)

Группа В: ФДТ + МЦ540 18 P. aeruginosa МЦ540 + Свет (6 Дж/см2; λ = 530 нм)

Группа Г: ФДТ + МЦ540 + 0,25 M NaCl 18 P. aeruginosa МЦ540 + 0,25 M NaCl + Свет (6 Дж/см2; λ = 530 нм)
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Заживление раневого дефекта

При наблюдении за состоянием раневых дефектов оценива-
ли наличие признаков воспаления, характер и количество 
раневого отделяемого и т. д. Измерение ран с помощью 
линейки и штангенциркуля в двух проекциях осуществляли 
за 1 ч до проведения ФДТ на 2-е, 4-е, 7-е и 14-е сут. Для 
выявления характера течения репаративных процессов в
исследуемых группах животных вычисляли следующие 
показатели динамики заживления экспериментальных ран:

1. Показатель изменения площади раневой поверхнос-
ти в динамике (ΔS, %): 

 
где S

0
 — исходная площадь раны, S

n
 — площадь раны на 

n-е сутки. 
2. Относительная скорость уменьшения площади ране-

вого дефекта (ν
заж.

, %/сутки): 
 

где S
0
 — исходная площадь раны, S

n
 — площадь раны на 

n-е сутки, n — порядковый номер суток эксперимента. 
3. Показатель скорости эпителизации раны (ν

эпит.
, мм2 /

сутки): 

где S
0
 — исходная площадь раны, S

n
 — площадь раны на 

n-е сутки, Т — число суток между измерениями.
Все цифровые данные обрабатывали с использова-

нием компьютерной программы Universlab DeskTer River 
V3.3.3269

Статистика

Рассчитывали средние значения определяемых величин и 
стандартную ошибку среднего: SEM =     , где s — выбо-
рочное среднее квадратичное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На следующие сутки после моделирования ран и проведе-
ния ФДТ общее состояние животных можно было оценить 
как удовлетворительное. Животные были активны, слизис-
тые оболочки без видимых изменений, шерстный покров 
гладкий. Раны у всех животных имели признаки развиваю-
щегося нагноения. Наиболее выраженное нагноение наблю-
далось в контрольных группах.

Бактериальная нагрузка 

Одним из значимых критериев оценки эффективности 
проведенного лечения гнойных ран мягких тканей является 
микробиологическое исследование. Определение бакте-
риальной нагрузки производилось до начала проведения 
лечения, через 48, 96 и 168 ч после ФДТ. Количественные 
показатели бактериальной нагрузки ран представлены в 
табл. 2.

Через 6 ч после инфицирования перед ФДТ исходная 
контаминация ран во всех группах животных была одина-
ковой и составила 5,03 ± 0,04×106  КОЕ/мл.

В опытных группах В (ФДТ индуцированная МЦ540 в 
воде) и Г (ФДТ индуцированная МЦ540 в растворе натрия 
хлорида) через 48 ч после проведения ФДТ количество 
P. aeruginosa уменьшилось на 102 и 103 КОЕ/мл соответс-
твенно. 

Таблица 2. Изменение бактериальной нагрузки ран, КОЕ/мл

Таблица 3. Морфометрический анализ состояния ремоделирования внутрираневого матрикса у мышей линии BALB/c

Время после проведения ФДТ

Группа 0 ч 48 ч 96 ч 168 ч

Группа А 5,00 × 106 1,5 × 105 1,7 × 105 1,4 × 104

Группа Б 4,95 × 106 1,2 × 105 1,6 × 105 1,0 × 104

Группа В 5,01 × 106 2,0 × 104 0,7 × 102 Не высевалось

Группа Г 5,15 × 106 1,5 × 103 Не высевалось Не высевалось

Показатель изменения площади раневой поверхности в динамике, ΔS

Время после проведения ФДТ, сут.

Группа 2-е сут. 4-е сут. 7-е сут. 14-е сут.

Группа А 11,11 ± 0,37 25,00 ± 0,82 41,11 ± 1,36 84,43 ± 3,78

Группа Б 13,55 ± 0,45 32,22 ± 1,39 50,01 ± 1,65 85,30 ± 3,75

Группа В 16,66 ± 0,53 40,02 ± 2,17 48,33 ± 1,76 93,31 ± 1,89

Группа Г 30,01 ± 2,33 55,55 ± 3,61 67,77 ± 4,75 94,77 ± 4,17

Относительная скорость уменьшения дефекта, ν
заж.

Время после проведения ФДТ, сут.

Группа 2-е сут. 4-е сут. 7-е сут. 14-е сут.

Группа А 5,55 ± 0,18 6,25 ± 0,21 5,87 ± 0,19 6,03 ± 0,12

Группа Б 7,50 ± 0,25 10,51 ± 0,35 7,14 ± 0,24 5,95 ± 0,13

Группа В 8,33 ± 0,29 10,00 ± 0,87 6,90 ± 0,77 5,92 ± 0,28

Группа Г 15,01 ± 0,16 13,88 ± 1,91 9,68 ± 1,01 7,33 ± 0,45

(S
0 
– S

n
)×100

S
0

,

(S
0 
– S

n
)×100%

S
0
×n

,

S
0 
– S

n

T
,

s
√n
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Сравнительная характеристика течения 
инфицированных раневых дефектов

Сравнительный анализ результатов наблюдения характе-
ристик течения раневых дефектов в экспериментальных 
группах позволил установить межгрупповые различия 
динамики заживления раневых дефектов по показателю 
ΔS (табл. 3).

Анализ полученных данных показал, что значения ΔS 
контрольных групп А и Б достоверно меньше (p < 0,05) 
соответствующих показателей опытных групп В и Г на всех 
этапах проведения эксперимента (исключение составило 
отсутствие значимых различий с результатом группы Б и 
В на 7-е сут.). 

Сравнительный анализ скоростей заживления раневых 
дефектов в динамике выявил значимые внутригрупповые 
различия показателей ν

заж.
 (см. табл. 3). Из полученных 

данных видно, что наибольшая скорость заживления наб-
людается в группе Г, а в остальных группах на протяжении 
14 сут., показатели ν

заж.
 находились на достаточно стабиль-

ном уровне (p > 0,05). Отметим, что скорость заживления 
к 14 сут. снижается и становится практически одинаковой 
для всех групп.

Нами выявлены существенные изменения, а также 
межгрупповые различия показателей скорости эпителиза-
ции раневых дефектов (ν

эпит.
) в процессе проведения экс-

перимента (табл. 4).

Максимальные значения скорости эпителизации (ν
эпит.

) 
в интервале 4–7 сутки были отмечены в группе Г (p < 0,05 
во всех случаях), к 14 сут. скорость эпителизации во всех 
группах снижалась. 

В первые 48 ч в ране происходят изменения, харак-
теризующиеся формированием кровяного сгустка. В ос-
нове сгустка лежит фибрин, который формирует струп с 
выпотом экссудата и клеточных элементов с преобладани-
ем нейтрофилов. Наступает лизис форменных элементов 
крови с формированием всех признаков гнойного воспа-
ления (рис. 1 А).

Под лизирующимся струпом бурно разрастается моло-
дая соединительная ткань в основе которой выявляются 
многочисленные тонкостенные капилляры, синусы, лакуны, 
заполненные большим количеством крови (рис. 1 Б). Со 
временем (4–7 сут.) вновь образованная соединительная 
ткань превращается в рубцовую, порой гиализированную 
и даже петрифицированную (рис. 1 Е). Даже неглубоко 
расположенные такие инфильтраты вызывают контрактуры, 
и, следовательно, приводят к неподвижности кожи. 

В это же время в гистологических препаратах выявля-
лось медленное (24–48 ч), а затем бурное размножение 
базальных клеток эпидермиса с нарастающей его керати-
низацией. Разрастаясь и дифференцируясь, эпидермис 
постепенно закрывает дефект кожи (табл. 4, рис. 1 Д). 
Синтетические процессы в ране проходят равнонаправ-
ленно, но с определенным сдвигом во времени. На эти 

Таблица 4. Морфофункциональная динамика репаративного эпителиального покрова инфицированных ран мышей линии BALB/c

Рис 1. Микроструктура инфицированных ран кожи мышей после ФДТ. Окраска: гематоксилин-эозин. (А) Молодая грануляционная ткань раны на 4-е сут., 
×150. (Б) Гиперемия сосудов и отек тканей микрососудистого русла на 4-е сут., ×350. (В) «Заболоченность» кровью мышечной ткани раны на 4-е сут., ×250. 
(Г) Фрагменты мышечной ткани в состоянии внутриклеточной регенерации на 7-е сут., ×450. (Д) Эпителизация и рубцевание ран на 14-е сут., ×150. (Е) Гиа-
линоз и петрификация внутренней рубцовой ткани на 36-е сут., ×150

Скорость эпителизации раны,  ν
эпит.

Время после проведения ФДТ, дни

Группа 2-е сут. 4-е сут. 7-е сут. 14-е сут.

Группа А 1,07 ± 0,04 5,17 ± 0,23 15,69 ± 1,18 6,33 ± 1,05

Группа Б 2,24 ± 0,07 6,19 ± 0,27 16,07 ± 0,82 6,41 ± 1,16

Группа В 2,63 ± 0,09 5,41 ± 0,24 14,31 ± 0,45 6,09 ± 1,24

Группа Г 3,52 ± 0,11 8,01 ± 0,35 16,94 ± 0,86 8,11 ± 1,53
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процессы влияет много факторов, в том числе заданные 
экспериментом (табл. 3 и 4, рис. 1).

Обилие крови, усиленная оксигенация и обилие фермен-
тативных процессов в ране,  возникающие со временем, 
усиливают процесс неполной репаративной регенерации. 
Протекающий процесс вызывает даже внутриклеточную 
регенерацию миосателлитов (табл. 3 и 4, рис 1 Г). 

Таким образом, микроструктурный анализ хорошо 
коррелирует с полученными данными (табл. 2–4, рис. 1) и 
указывает на бурное заживление ран за счет активного 
роста, дифференцировки и созревания микрососудистого 
русла с формированием грануляционной ткани, а также 
усиленной эпителизации раневого дефекта.

ОБСУЖДЕНИЕ

В исследованиях in vitro ранее нами было показано, что в 
случае ФДТ МЦ540 в присутствии 0,25 М NaCl инактива-
ция P. aeruginosa возрастает в 10 раз по сравнению с ФДТ 
МЦ540 в воде [10]. Наблюдаемый эффект был объяснен 
разной степенью агрегации МЦ540 в воде и в присутствии 
соли. В воде МЦ540 находится как в мономерной, так и 
димерной формах [11], из которых только мономерная 
форма способна генерировать активные формы кисло-
рода, в первую очередь — синглетный кислород [12, 13]. 
В солевых растворах МЦ540 образует крупные кристал-
лоподобные агрегаты, способные к генерации свободных 
радикалов [14–17]. 

Представленные в настоящем исследовании данные на 
животных моделях убедительно подтвердили ранее полу-
ченные данные in vitro по следующим показателям: гибель 
бактерий, препятствование их восстановлению и ускорение 
процесса заживления ран.

Действительно, согласно представленным в табл. 2 
данным, после проведенной ФДТ с МЦ540 в растворе хло-
рида натрия полное очищение раны от полирезистентного 
штамма P. aeruginosa происходит к 4 сут., тогда как при 
проведении ФДТ с МЦ540 в воде аналогичные изменения 
наблюдались лишь на 7-е сут. 

Морфометрические данные (табл. 3) подтверждают 
лучшую эффективность агрегатов МЦ540 по сравнению 
с его мономерами и димерами в отношении скорости за-

живления раневого дефекта и уменьшения его площади. 
Так, к 4 сут. площадь раневого дефекта у животных из 
группы Г уменьшилась на 45%, в то время как для группы 
В эта величина составляет 60%, что близко к показателям 
группы Б (68%). 

Наблюдаемые изменения относительной скорости 
уменьшения дефекта (табл. 3) в случае группы А имеют 
практически линейную зависимость (с учетом среднеквад-
ратичного отклонения), для групп Б–В — параболическую 
с максимумом на 4-е сут., а для группы Г — экспоненци-
альную. Для животных всех исследованных групп на 14-е 
сутки наблюдалось снижение скорости заживления. Полу-
ченные данные согласуются с описанным  ранее измене-
нием показателя площади раневой поверхности (табл. 3).

Регенерация эпителиального покрова ран происходит 
значительно быстрее, и становиться ярко выраженной уже 
на 4-е сут. в группе Г (см. табл. 4), в отличии  не только от 
контроля, но и группы, получившей лечение на основе ФДТ 
с МЦ540 в воде.

Микроструктурный анализ хорошо коррелирует с полу-
ченными данными (табл. 2–4, рис. 1) и указывает на бурное 
заживление ран за счет активного роста, дифференциров-
ки и созревания микрососудистого русла с формировани-
ем грануляционной ткани, а также усиленной эпителизации 
раневого дефекта. Однако, хотя процессы заживления, а 
также очищения раны от патогенных бактерий происходи-
ли намного быстрее в случае применения ФДТ с МЦ540 в 
растворе хлорида натрия, сам процесс происходит «жест-
че» с расплавлением фибрина и образованием фибрино-
ида. Для ФДТ с МЦ540 в воде процесс заживления про-
ходит медленнее, «мягче» и без активного образования 
фибриноида.

ВЫВОДЫ

Согласно данным, полученным в модели раневой инфек-
ции на мышах, ФДТ с МЦ540 в растворе хлорида натрия 
способна намного эффективнее вызывать гибель бактерий, 
препятствовать их последующему восстановлению и зна-
чительно ускорять процесс заживления ран, по сравнению 
с контрольными группами и ФДТ с МЦ540 в воде.
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Morozova TE, Lukina MV    , Andrushishina TB, Chukina MA

Т. Е. Морозова, М. В. Лукина   , Т. Б. Андрущишина, М. А. Чукина

ОЦЕНКА РАЦИОНАЛЬНОСТИ ПРОВЕДЕНИЯ ПЕРИОПЕРАЦИОННОЙ 
АНТИМИКРОБНОЙ ПРОФИЛАКТИКИ ИНФЕКЦИОННЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ 
У ПАЦИЕНТОВ ПОСЛЕ ХИРУРГИЧЕСКИХ ВМЕШАТЕЛЬСТВ

ASSESSMENT OF PERIOPERATIVE PROPHYLAXIS OF INFECTIOUS 
COMPLICATIONS IN POST-OP PATIENTS 

Perioperative antimicrobial prophylaxis (PAP) involves administration of antimicrobial agents (AMA) to patients undergoing a 
surgical intervention and aims to reduce the risk of postoperative infectious complications, especially at surgical sites. In the 
present work we assess efficiency and safety of AMA used for prevention of postoperative infectious complications. In the 
course of our study we pre-analyzed 576 medical histories of post-op patients aged 18 to 87 years (mean age М ± SD was 
57.4 ± 14.5 years), of which 347 (60.2%) were male and 229 (39.8%) female. Only 481 histories were selected for final analysis. 
We assessed the choice of antibacterial therapy, the frequency of adverse reactions (AR) and infectious complications and 
the type of the latter. PAP regimens were consistent with the official guidelines in 207 (43.04%) cases. PAP recommendations 
were ignored in 274 cases (56.96%), and the timing was wrong in 364 cases (75.7%). Incorrect dosages were administered 
in 225 cases (46.8%). We also discovered an association between irrational PAP regimens and 1) the length of patient’s stay 
in the intensive care unit (р = 0.003 and р < 0.005), 2) the frequency of reoperations associated with infection (р = 0.001), 3) 
mortality rates (р = 0.002), and 4) isolation of strains with multidrug resistance (р = 0.016). We conclude that PAP regimens 
for the inpatients of surgical wards are often compromised by failure to comply with the official guidelines, wrong timing and 
incorrect dosage, which negatively affects hospital statistics.  

Назначение антибактериальных препаратов (АБП) для проведения периоперационной антимикробной профилактики 
(ПАП) пациентам хирургического профиля необходимо для снижения частоты возникновения инфекционных 
осложнений в послеоперационном периоде, в том числе инфекций области хирургических вмешательств. Целью 
работы была оценка рациональности и безопасности выбора АБП для проведения ПАП инфекционных осложнений 
у пациентов после хирургических вмешательств. Проведен фармакоэпидемиологический анализ 576 историй 
болезней пациентов в возрасте от 18 до 87 лет после хирургических вмешательств, средний возраст (М ± SD) 
составил 57,4 ± 14,5 года, мужчин — 347 (60,2%), женщин — 229 (39,8%). В финальный анализ рациональности схем 
ПАП вошли 481 история болезни. Оценивали рациональность выбора антибактериальной терапии, частоту развития 
неблагоприятных побочных реакций (НПР), частоту и характер инфекционных осложнений. Показано, что выбор схем 
ПАП соответствовал рекомендациям в 207 (43,04%) случаях. Выявлена высокая частота несоблюдения рекомендаций 
по проведению ПАП (274; 56,96%) и нарушения сроков проведения ПАП (364; 75,7%). Общее число случаев нарушения 
режимов дозирования составило 225 (46,8%). Обнаружена взаимосвязь нерациональных схем ПАП с длительностью 
пребывания в ОРИТ (р = 0,003 и р < 0,005), частотой повторных оперативных вмешательств, ассоциированных с 
инфекцией (р = 0,001), уровнем летальности (р = 0,002) и выделением полирезистентных штаммов (р = 0,016). Таким 
образом, у пациентов хирургического профиля в условиях реальной клинической практики сохраняется высокая 
частота несоблюдения рекомендаций по проведению ПАП, нарушения сроков проведения ПАП и режимов 
дозирования АБП, что негативно сказывается на госпитальных показателях.

Ключевые слова: антибактериальные препараты, периоперационная антимикробная профилактика инфекционных 
осложнений хирургического вмешательства, рациональность применения, неблагоприятные побочные реакции

Keywords: antibacterial agents, perioperative antimicrobial prophylaxis, infectious complications, surgery, efficiency, adverse 
reactions
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Проведение периоперационной антимикробной профилак-
тики (ПАП) с использованием антибактериальных препаратов 
(АБП) является общемировым стандартом ведения пациен-
тов хирургического профиля и преследует цель снизить 
частоту развития инфекционных осложнений, в том числе 
инфекций области хирургических вмешательств (ИОХВ). 
Любые инфекционные осложнения в послеоперационном 
периоде негативно сказываются на результатах оператив-
ного вмешательства, удлиняют время пребывания в 
стационаре, повышают затраты на лечение, потребность 
в проведении повторных оперативных вмешательств, влияют 
на показатели общебольничной летальности и требуют 
проведения дополнительной фармакотерапии [1].

Согласно данным Европейского центра профилактики 
и контроля заболеваний (ECDC) и Всемирной организации 
здравоохранения, в настоящее время отмечается высокая 
частота инфекционных осложнений, ассоциированных с 
поли- и панрезистентными штаммами [2, 3].

Проблема растущей резистентности к АБП связана 
с различными факторами, ведущее значение среди ко-
торых имеют неоправданно высокая частота назначения 
и нерациональный выбор АБП [4]. В связи с этим особое 
значение приобретают вопросы проведения рациональной 
антибактериальной терапии в условиях реальной клини-
ческой практики [5]. Использование нерациональных доз 
препаратов, назначение субтерапевтических дозировок 
АБП как с лечебной, так и с профилактической целью, 
необоснованная длительность ПАП в послеоперационном 
периоде (более 24 ч) являются факторами, снижающими 
эффективность ПАП и способствующими росту антибио-
тикорезистентности [6, 7].

В РФ активно разрабатываются меры по сдерживанию 
роста антибиотикорезистентности. Согласно обновленным 
рекомендациям национальной программы СКАТ (Стратегия 
Контроля Антимикробной Терапии), необходимо активно 
проводить мероприятия по сдерживанию роста антибио-
тикорезистентности и контролю за распространением 
нозокомиальных инфекций в условиях многопрофиль-
ных стационаров [8]. При этом важными инструментами 
реализации данной стратегии являются проведение 
системного мониторинга распространения антимик-
робной резистентности и совершенствование мер по 

осуществлению контроля за оборотом противомикробных 
препаратов [9].

Таким образом, рациональность назначения АБП в 
лечебно-профилактических учреждениях в различных 
клинических ситуациях — это один из способов снижения 
частоты ИОХВ, риска развития неблагоприятных побочных 
реакций (НПР) и сдерживания роста антибиотикорези-
стентности.

Целью исследования было оценить рациональность и 
безопасность выбора АБП для проведения ПАП инфек-
ционных осложнений у пациентов после хирургических 
вмешательств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведен анализ структуры назначения АБП у пациентов
хирургического профиля с профилактической целью, 
рациональности выбора схем ПАП и их соответствия 
национальным и международным клиническим рекомен-
дациям [1, 10]. В базу данных вносили клинико-демогра-
фические данные пациентов (пол, возраст, основное и 
сопутствующие заболевания, уровень креатинина, кли-
ренс креатинина до и после оперативного вмешательс-
тва), информацию о характере оперативного вмешательс-
тва (в том числе объем кровопотери и тип операционных 
ран, наличие осложнений, случаи НПР, режим дозирования 
АБП для периоперационной профилактики).

Для анализа были отобраны 576 историй болезни 
пациентов после хирургических вмешательств в период 
с июня по декабрь 2016 г. в возрасте от 18 до 87 лет; 
средний возраст (М ± SD) составил 57,4 ± 14,5 года, 
мужчин — 347 (60,2%), женщин — 229 (39,8%). Подробная 
характеристика выборки представлена в табл. 1.

По профилю оперативных вмешательств можно 
выделить следующие группы: общая хирургия (356; 61,8%), 
кардиохирургия (177; 30,7%), онкохирургия (21; 3,6%). 
Большинству пациентов проводили плановые оперативные 
вмешательства (468; 81,3%). Среди типов операционных 
ран преобладали чистые раны — 310 (53,8%). Инфици-
рованные раны были у 113 (19,6%) пациентов с гнойно-
септическими заболеваниями различной локализации. 

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, включенных в фармакоэпидемиологический анализ

Примечание: * — уровень креатинина крови и клиренс креатинина (по формуле Кокрофта–Голта) до оперативного вмешательства; ** — уровень креатини-
на крови и клиренс креатинина (по формуле Кокрофта–Голта) через 24–48 ч после оперативного вмешательства

Показатель

Пациенты 
n = 576

Мужчины 
n = 347

Женщины 
n = 229

p

М ± SD М SD М SD

Возраст, лет 57,4 ± 14,5 57,8 13,6 56,9 15,6 0,468

ИМТ, кг/м2 28,20 ± 5,67 27,70 4,80 29,01 6,80 0,005

Длительность госпитализации, сут. 18,10 ± 22,05 17,20 10,70 19,60 32,40 0,197

Срок развития инфекционных осложнений, сут. 1,5 ± 3,6 1,1 3,6 1,3 3,7 0,596

Срок развития неинфекционных осложнений, сут. 0,89 ± 4,39 0,88 2,70 0,90 6,20 0,942

Срок повторных оперативных вмешательств, сут. 1,18 ± 3,96 1,40 4,30 0,85 3,30 0,114

Длительность пребывания в ОРИТ, сут. 3,10 ± 7,60 2,76 6,20 3,63 9,20 0,180

Длительность ИВЛ, сут. 0,61 ± 4,12 0,30 2,67 1,04 5,60 0,041

Объем кровопотери, мл 214,1 ± 483,1 169,9 426,7 243,3 515,5 0,074

Креатинин0*, мг/дл 0,95 ± 0,49 1,05 0,56 0,83 0,32 < 0,0001

Креатинин1**, мг/дл 1,07 ± 0,94 1,13 0,76 0,98 1,16 0,058

Клиренс креатинина0*, мл/мин 96,80 ± 42,50 100,61 44,91 91,17 38,01 0,009

Клиренс креатинина1**, мл/мин 74,79 ± 52,20 76,32 48,79 72,48 57,03 0,401
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Условно-чистые и контаминированные раны встречались 
в 70 (12,2%) и 84 (14,6%) случаях соответственно.

В финальный анализ рациональности выбора схем 
ПАП вошли 481 история болезни в связи с отсутствием в 
95 (16,5%) картах достоверной информации о проведении 
ПАП.

С целью оценки рациональности и безопасности, 
проводимой ПАП анализировали:

– структуру назначения АБП;
– рациональность выбора препаратов и использованных 

схем ПАП, время введения, длительность приема АБП;
– частоту случаев НПР.
Рассматривали общую частоту инфекционных ослож-

нений и ИОХВ в послеоперационном периоде.
Дополнительно проведен анализ влияния различных 

факторов, таких как схемы ПАП, клинико-демографические
особенности пациентов (возраст, пол, ИМТ, характер 
основного заболевания, функционального состояния почек, 
вид оперативного вмешательства, тип ран, объем крово-
потери), на риск развития инфекционных осложнений, 
общую длительность госпитализации, длительность пре-
бывания в ОРИТ, риск развития НПР, летальность.

Статистический анализ данных проводили с исполь-
зованием пакета программ статистического анализа 
STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., США). Данные представлены 
в виде средних значений М и стандартного отклонения SD. 
При выборе метода анализа брали во внимание нормаль-
ность распределения выборок, которую оценивали с 
помощью W-теста Шапиро–Уилка, и однородность дис-
персий, которую оценивали с помощью T-теста Фишера 
(при сравнении двух выборок). Различия считали статисти-
чески значимыми при р < 0,05. Помимо корреляционного 
анализа, для сравнения двух независимых переменных 
непрерывного типа, не подчиняющихся закону нормаль-

ного распределения, использовали U-тест Манна–Уитни и 
критерий Колмогорова–Смирнова. Сравнение двух качес-
твенных независимых переменных производили с помощью 
двухстороннего F-теста Фишера либо теста χ2 с поправкой 
Йетса.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведенный ретроспективный анализ историй болезни 
(n = 481) показал, что назначения АБП соответствовали 
рекомендациям в 207 (43,04%) случаях. В 274 (56,96%) 
случаях отмечен нерациональный выбор АБП для ПАП 
без учета типа операционных ран и особенностей опера-
тивного вмешательства. Среди схем для проведения ПАП 
можно выделить высокую частоту назначения цефалоспо-
ринов (ЦФ) III поколения, ротацию ЦФ I, II, III, IV поколений 
в течение периоперационного и послеоперационного 
периода, а также назначение карбапенемов и ингибитор-
защищенных аминопенициллинов (ИЗАП) в комбинациях 
с аминогликозидами (амикацин), метронидазолом и фтор-
хинолонами (ципрофлоксацин) пациентам с чистыми и 
условно-чистыми ранами. В исследуемой когорте общая 
частота нарушения сроков проведения ПАП отмечена в 
364 (75,7%) случаях. Общее число случаев нарушения 
режимов дозирования составило 225 (46,8%).

Назначение рациональных схем ПАП (207; 43,04%) 
сопровождалось нарушениями режимов дозирования в 64 
(30,9 %) случаях (табл. 2).

При этом нерациональный выбор АБП (274; 56,96%) 
в 364 (75,7%) случаях сопровождался нарушением дли-
тельности ПАП (продление более 24–48 ч) с тенденцией к 
назначению субтерапевтических доз в 161 (58,8%) случае
(табл. 2, 3).

Схема ПАП Количество схем, n Нарушение режима дозирования, n

1. Рациональные схемы ПАП 207 64

Цефалоспорины I, II 93 29

Цефалоспорины I + метронидазол 27 24

ИЗАП 87 11

2. Нерациональные схемы ПАП 274 161

Цефалоспорины III, IV 141 68

Цефалоспорины III, IV + метронидазол 72 56

Ротация цефалоспоринов I, II, III 39 23

Ротация цефалоспоринов с ванкомицином 11 8

Карбапенемы 7 2

ИЗАП в комбинациях с аминогликозидами, фторхинолонами 4 4

Таблица 2. Структура антибактериальных препаратов для периоперационной профилактики с учетом нерационального дозирования

Таблица 3. Длительность проведения периоперационной профилактики

Срок проведения ПАП
Количество больных

абс. %

Однократное введение АБП до операции 117 24,3

Варианты нерациональной длительности ПАП: 364 75,6

проведение ПАП в течение 24 ч 92 25,3

прием АБП в течение 48 ч 71 19,5

3–4 сут. 100 27,5

5–7 сут. 63 17,3

8–10 сут. 26 7,1

11–14 сут. 12 3,3
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Анализ безопасности антибактериальных препаратов 
для проведения периоперационной профилактики

Ретроспективный анализ медицинской документации 
показал, что общее количество НПР составило 23 (3,99%) 
случая, все в группе пациентов, которым длительно 
проводили ПАП. Не были зафиксированы НПР в группе 
пациентов, получавших ПАП до операции, и в группе с 
длительностью ПАП до 48 ч. Таким образом, риск раз-
вития НПР возрастает по мере увеличения длительности 
ПАП (табл. 4).

Были отмечены следующие НПР:
– антибиотик-ассоциированный колит — 9 (39,1%);
– психомоторное возбуждение — 6 (26,1%);
– псевдоаллергические реакции — 3 (13,0%);
– повышение трансаминаз — 3 (13,0%);
– антибиотик-ассоциированная нефропатия (ванкомицин) 

— 2 (8,6%);
– удлинение интервала Q–T — 2 (8,6%).
Последующий корреляционный анализ выявил по-

ложительные связи между развитием НПР и возрастом 
(r = 0,109; p = 0,009), длительностью госпитализации 
(r = 0,291; p < 0,0001), длительностью пребывания в ОРИТ 
(r = 0,374; p < 0,0001), летальным исходом (r = 0,269; 
р < 0,0001), уровнем послеоперационных осложнений 
неинфекционного генеза (r = 0,340; p < 0,0001), уровнем 
креатинина и клиренсом креатинина в послеоперационном 
периоде (r = 0,256; p < 0,0001). Отсутствовали корреля-
ционные связи между НПР и наличием аллергоанамнеза 
(r = 0,039; p = 0,348), рациональностью выбора схем ПАП 
(r = 0,340; p = 0,387), адекватностью режимов дозирования 
АБП (r = 0,028; p = 0,504), длительностью ПАП (r = 0,017; 
p = 0,687) и инфекционными осложнениями (r = 0,032; 
p = 0,443).

U-тест Манна–Уитни и критерий Колмогорова–Смирнова 
подтвердили наличие достоверной связи НПР с возрастом, 
длительностью госпитализации, длительностью пребывания 
в ОРИТ, длительностью проведения ИВЛ, послеопераци-
онными осложнениями. Однако для летального исхода 
критерий Колмогорова–Смирнова не достигает достовер-
ных значений, р = 0,121 (табл. 5). Cтоит также отметить, 
что снижение клиренса креатинина в послеоперационном 
периоде было достоверным предиктором развития НПР на 
фоне применения АБП.

Частота инфекционных осложнений в 
послеоперационном периоде

Инфекционные осложнения в послеоперационном периоде 
были отмечены в 90 (15,6%) случаях, среди которых пре-
обладали ИОХВ (45; 50%) и инфекции нижних дыхательных 
путей (31; 34,4%; в том числе нозокомиальная пневмония 
у 24 (77,4%) и нозокомиальный трахеобронхит у 7 (22,6%) 
пациентов); сепсис (7; 7,8%); интраабдоминальные инфек-
ции (6; 6,7%); инфекция мочевыводящих путей (1; 1,1%); 
инфекционный эндокардит (1; 1,1%). Частота инфекционных 
осложнений у пациентов с различными типами операцион-
ных ран представлена в табл. 6.

ПАП проводили большинству пациентов с чистыми 
(91,3%) и условно-чистыми (91,6%) ранами, на ее фоне 
частота инфекционных осложнений составила 14,1 и 19,5% 
соответственно (табл. 6). Всем пациентам с контамини-
рованными ранами проводили ПАП, частота инфекцион-
ных осложнений составила 27,1% (n = 19). Особенностью 
группы больных с инфицированными ранами было отсутс-
твие достоверных данных о назначении пациентам (61; 
54,5%) АБП для периоперационной профилактики (за 
30–60 мин до операции), несмотря на назначение АБП в 

Длительность ПАП
НПР

абс. %

Однократное введение АБП до операции 0 –

Проведение ПАП в течение 24 ч 0 –

Прием АБП в течение 48 ч 5 21,7

3–4 сут. 3 13,0

5–7 сут. 3 13,0

8–10 сут. 5 21,7

11–14 сут. 7 30,4

Всего 23 100,0

Таблица 4. Частота развития нежелательных побочных реакций в зависимости от длительности периоперационной профилактики

Таблица 5. Взаимосвязь клинико-лабораторных характеристик и развития НПР

Характеристика

Неблагоприятные побочные реакции

р1 
(U-тест Манна–Уитни)

р2 
(критерий Колмогорова–Смирнова)

Возраст 0,025 0,315

Аллергоанамнез р = 0,308 р > 1

Длительность ИВЛ < 0,0001 0,017

Длительность пребывания в ОРИТ < 0,0001 < 0,0001

Длительность госпитализации < 0,0001 < 0,0001

Летальный исход < 0,0001 0,121

Послеоперационные осложнения неинфекционного генеза < 0,0001 < 0,0001

Уровень креатинина и клиренс креатинина в послеоперационном периоде < 0,0001 < 0,0001

Инфекционные осложнения р = 0,165 р > 1
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послеоперационном периоде. В данной группе частота 
инфекционных осложнений была преимущественно выше 
у пациентов, которым не проводилась ПАП, 11 (18,03%), 
против 6 (11,8%) случаев инфекционных осложений в 
группе, где ПАП проводили согласно стандартам. Повтор-
ные оперативные вмешательства потребовались в 86
(14,9%) случаях, из которых 32 (37,2%) случая были 
ассоциированы с инфекционными осложнениями, осталь-
ные 54 (62,8%) — не были.

В ходе исследования провели дополнительный статис-
тический анализ, позволяющий оценить наличие взаимо-
связей различных факторов, таких как нерациональные 
схемы ПАП с клинико-демографическими особенностями
пациентов (возраст, пол, ИМТ, основное заболевание, 
функциональное состояние почек, характер оперативного 
вмешательства, тип ран, объем кровопотери) и частотой 
инфекционных осложнений, с потребностью в повторных 
оперативных вмешательствах, длительностью госпитали-
зации, длительностью пребывания в ОРИТ, ростом поли-
резистентной флоры, уровнем летальности (табл. 7).

Высокая степень статистической значимости выявлена
в отношении взаимосвязи нерациональных схем ПАП с 
уровнем летальности (р = 0,002), нерациональной дли-
тельности ПАП и нарушений режимов дозирования — с 
длительностью пребывания в ОРИТ (р = 0,003 и р < 0,005 
соответственно). Нарушение режима дозирования также 
повышает потребность проведения повторных вмеша-
тельств, ассоциированных с инфекцией (р = 0,001).

Важным является и тот факт, что повышенный уровень 
креатинина через 24 ч после оперативного вмешательства, 
как маркер функционального состояния почек, имеет 
достоверные взаимосвязи с частотой инфекционных ос-
ложнений (р = 0,006), длительностью пребывания в ОРИТ 
(р = 0,049), длительностью госпитализации (р = 0,001) и 
уровнем летальности (р = 0,003).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Рациональное проведение ПАП — один из основных 
инструментов регулирования внутрибольничной инфекции 
у пациентов хирургического профиля. Проведение ПАП 
преследует цель снизить уровень послеоперационных 
осложнений, длительность пребывания в ОРИТ, в стацио-
наре, показатели летальности от гнойно-септических ос-
ложнений. В изучении приверженности рекомендациям 
по проведению рациональной ПАП необходимо активное 
участие специалистов различного профиля: хирургов, 
анестезиологов, клинических фармакологов, эпидемиоло-
гов и администрации.

Результаты нашего исследования свидетельствуют, что 
проводимая ПАП соответствует международным и нацио-
нальным рекомендациям в 52,4%. Достаточно высокий 
уровень несоответствия рекомендациям режимов ПАП 
(47,6%) характеризуется нерациональным выбором анти-
бактериального препарата, необоснованной длительностью 
(85,4%) и нарушением режимов дозирования (66,4%).

Необходимо отметить, что наши данные во многом 
согласуются с данными исследований Khan и соавт. [11], 
Vessal и соавт. [12] и El Hassan и соавт. [13] о недостаточ-
ной приверженности рекомендациям по проведению ПАП 
у пациентов хирургического профиля, при этом разброс 
приверженности рекомендациям варьирует от 1,7 до 82%. 
В большинстве этих исследований авторы делали акцент 
на изучение приверженности рекомендациям по времени 
назначения ПАП до операции.

По данным обзора Gouvêa и соавт., показатель привер-
женности схемам ПАП в изученных исследованиях соста-
вил 70,3–95%, рациональное назначение ПАП отмечено в 
22–95%, нерациональное использование — в 2,3–100%, 
нарушение сроков введения АБП до операции — в 73–
100%, общее соблюдение сроков ПАП — в 5,8–91,4% [14].

Инфекционные осложнения 
n = 90 (15,6%)

Тип ран, n (%)

чистые 
n = 310

условно-чистые 
n = 84

контаминированные 
n = 70

инфицированные 
n = 112

ИОХВ 15 (5,3) 6 (7,8) 12 (7,1) 4 (7,8)

Нозокомиальная пневмония 15 (5,3) 3 (3,9) 4 (5,7) 0

Сепсис 5 (1,8) 1 (1,3) 0 0

Прочие* 5 (1,8) 5 (6,5) 3 (4,3) 2 (3,9)

Всего 40 (14,1) 15 (19,5) 18 (27,1) 6 (11,8)

Проведение ПАП 283 (91,3) 77 (91,6) 70 (100) 51 (45,7)

Таблица 6. Частота развития и характер инфекционных осложнений у больных с различными типами ран при проведении периоперационной профилактики

Таблица 7. Влияние нерационального назначения схем ПАП на госпитальные показатели

Примечание: * — инфекционный эндокардит, инфекция мочевыводящих путей, нозокомиальный трахеобронхит, интраабдоминальные инфекции

Нерациональная схема ПАП

p (U-критерий Манна–Уитни)

инфекционные 
осложнения

длительность пре-
бывания в ОРИТ

длительность 
госпитализации

повторные операции, 
ассоциированные 

с инфекцией

наличие 
полирезистентной 
флоры в посевах

летальный 
исход

Превышение 
длительности  ПАП 

> 1 0,003 0,530 0,934 0,290 0,465

Нарушение режима 
дозирования 

0,603 <0,005 0,500 0,001 0,016 0,980

Повышение креатинина через 
24 ч после оперативного 
вмешательства

0,006 0,049 0,001 0,567 0,899 0,003

Все схемы 0,900 0,116 0,206 0,103 0,610 0,002
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В ходе ретроспективного исследования Prospero и соавт. 
изучили приверженность рекомендациям за 6-летний 
период, которая составила 58%, при этом на частоту 
инфекционных осложнений в послеоперационном периоде 
наибольшее влияние оказывали длительность операции 
(OR 1,68; 95% CI: 1,56–1,82) и срочное оперативное 
вмешательство (OR 2,16; 95% CI: 1,96–2,37). Авторы также 
отметили, что несмотря на достаточно низкую привержен-
ность рекомендациям по ПАП, в группе, где соблюдали
протоколы проведения ПАП, наблюдалось снижение 
частоты инфекционных осложнений [15].

С целью преодоления низкой приверженности реко-
мендациям эксперты ВОЗ советуют использовать чек-листы 
для периоперационного ведения больных, в том числе для 
соблюдения режима проведения ПАП, что должно спо-
собствовать улучшению междисциплинарной комплаент-
ности при проведении ПАП [16].

Кроме изучения комплаентности рекомендациям ПАП, 
особое внимание ряд исследователей уделял исследова-
нию структуры назначения АБП для проведения ПАП. По 
нашим данным, отмечен высокий уровень назначения ЦФ 
III поколения, в том числе с антисинегнойной активностью. 
Результаты международных исследований Lautenbach и 
соавт. [17], Rodríguez-Baño и соавт. [18] демонстрируют 
высокий уровень корреляции между применением ЦФ III 
поколения и распространением штаммов продуцентов 
β-лактамаз расширенного спектра (БЛРС). Результаты 
нашего микробиологического мониторинга (n = 84) косвен-
но свидетельствуют о высоком уровне выделения штаммов 
БЛРС+ (22; 26,2%). Появление штаммов, обладающих 
устойчивостью к карбапенемам Carb+ (23; 27,4%), также 
является тревожным фактом, поскольку при развитии 
инфекционных осложнений, ассоциированных с такими 
госпитальными штаммами, спектр выбора АБП резко 
ограничен.

Полученные нами данные о безопасности назначения 
АБП (случаи развития НПР —23; 3,99%) свидетельствуют 
о достаточно высокой частоте антибиотик-ассоциирован-
ного колита на фоне применения ЦФ (9; 1,6%) и эпизодов 
психомоторного возбуждения у больных пожилого возрас-
та на фоне назначения ципрофлоксацина в комбинациях 
с метронидазолом (6; 1,04%). По данным эпидемиологи-
ческих исследований, антибиотик-ассоциированная диа-
рея развивалась у 8% госпитализированных больных, из 
которых в 1–3% случаев было отмечено фульминантное 
течение. Авторы исследования пришли к выводам, что 
кроме АБП факторами риска могут быть антихолинергичес-
кие препараты и препараты, замедляющие перистальтику 
кишечника [19].

По данным обзора Grill и соавт., распространенность 
неврологических нарушений на фоне назначения паци-

ентам хирургического профиля фторхинолонов в комби-
нациях достаточно высока. При этом спектр нарушений 
включает не только эпизоды психомоторного возбужде-
ния, но и эпизоды судорог, миоклонус, делирий, дизарт-
рию, атаксию. Наиболее часто тяжелые неврологические 
реакции были отмечены в группе пожилых пациентов и у 
пациентов с отягощенным неврологическим анамнезом. 
Авторы отмечают, что неврологические побочные реакции 
возникают с одинаковой частотой на фоне применения 
любых фторхинолонов [20].

Увеличение риска развития НПР на фоне длительной 
избыточной ПАП является весомым аргументом в пользу 
следования существующим рекомендациям. Данные 
корреляционного анализа нашего исследования свиде-
тельствуют о связи НПР с такими показателями, как дли-
тельность госпитализации (r = 0,291, p < 0,0001), длитель-
ность пребывания в ОРИТ (r = 0,374; p < 0,0001), уровень 
летальности (r = 0,269; p < 0,0001), длительность ИВЛ 
(r = 0,249; p < 0,0001).

Особое внимание обращает на себя факт взаимосвязи 
уровня креатинина и клиренса креатинина (р < 0,0001), 
как маркера нарушения функции почек, с частотой раз-
вития НПР на фоне назначения АБП. В исследованиях 
[21, 22] было показано, что снижение функции почек 
ведет к изменению параметров фармакокинетики АБП 
и в ряде случаев увеличивает риск развития НПР, в 
том числе жизнеугрожающих. Данные результаты требу-
ют проведения дополнительных проспективных исследо-
ваний.

ВЫВОДЫ

В реальной клинической практике сохраняется низкий 
уровень приверженности рекомендациям по проведению 
периоперационной профилактики.

Показана взаимосвязь использования нерациональных 
комбинаций с уровнем летальности, нерациональной 
длительности ПАП с длительностью пребывания в ОРИТ, 
нарушений режимов дозирования АБП с частотой повтор-
ных оперативных вмешательств, ассоциированных с ин-
фекцией, и длительностью пребывания в ОРИТ.

НПР достоверно являются факторами риска увеличе-
ния длительности ИВЛ, длительности пребывания в ОРИТ 
и длительности госпитализации.

С учетом выявленного достоверного влияния уровня
креатинина на риск развития инфекционных осложнений
и уровень летальности можно предполагать высокую 
прогностическую значимость функции почек, что требует 
проведения дополнительных проспективных клинических 
исследований в данной когорте пациентов.
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Л. В. Топчиева1     , И. В. Курбатова1, О. П. Дуданова2, А. А. Шиповская2

АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ T>C RS767455 
ГЕНА TNFRSF1A И T>G RS1061622 ГЕНА TNFRSF1B С РАЗВИТИЕМ 
НЕАЛКОГОЛЬНОГО СТЕАТОГЕПАТИТА

ANALYSIS OF THE ASSOCIATION BETWEEN THE RS767455 T>C TNFRSF1A 
AND RS1061622 T>G TNFRSF1B POLYMORPHISMS AND NONALCOHOLIC 
STEATOHEPATITIS 

В этиологии и патогенезе неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП) важны особенности питания, малопод-
вижный образ жизни и наследственность. Предполагают, что полиморфные варианты генов, кодирующих рецепторы 
к провоспалительному цитокину фактору некроза опухоли альфа (TNFα) (TNFRI и TNFRII), влияют на предрасполо-
женность людей к развитию НАЖБП. Однако сведения о связи данного заболевания с носительством полиморфных 
вариантов генов TNFRI и TNFRII почти отсутствуют в литературе. Целью исследования было изучить связь полиморф-
ных вариантов генов TNFRSF1A (T>C rs767455) и TNFRSF1B (T>G rs1061622) с развитием одной из форм НАЖБП —
неалкогольного стеатогепатита (НАСГ) и их влияние на биохимические показатели крови. Методом ПЦР-ПДРФ геноти-
пировали ДНК, выделенную из венозной крови 151 здорового донора и 242 пациентов с диагнозом НАСГ. Содержание 
TNFα оценивали с помощью иммуноферментного анализа (ИФА). По результатам, связь полиморфного маркера T>C 
rs767455 гена TNFRSF1A с развитием НАСГ у жителей Карелии отсутствует. Обнаружена ассоциация с НАСГ поли-
морфного варианта T>G rs1061622 гена TNFRSF1B. У носителей аллеля G повышен риск развития данного заболе-
вания ОШ = 4,83 (95% ДИ: 2,72–8,57). Влияние генотипа по T>G rs1061622 маркеру гена TNFRSF1B на содержание 
TNFα и активность аланинаминотрансферазы (АлАТ), аспартатаминотрансферазы (АсАТ) и щелочной фосфатазы (ЩФ) 
не выявлено. Сделано заключение, что полиморфный вариант T>G rs1061622 гена TNFRSF1B может быть вовлечен 
в предрасположенность населения Карелии к НАСГ.

Poor diet, sedentary behavior and genetic background are major factors contributing to the etiology and pathogenesis of 
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). It is hypothesized that polymorphisms of the TNFRI and TNFRII genes coding for the 
receptors that bind the proinflammatory cytokine tumor necrosis factor alpha (TNFα) can be implicated in the susceptibility 
to NAFLD, but not much data is available in the literature. In the present work we aimed to investigate a possible association 
between the rs767455 T>C TNFRSF1A and rs1061622 T>G TNFRSF1B polymorphisms and one of NAFLD forms, nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH), and to assess their effect on blood biochemistry. Samples of DNA isolated from the venous blood of 
151 healthy donors and 242 patients with NASH were genotyped using PCR-RFLP. TNFα concentrations were measured 
by ELISA. We have not found any association between the rs767455 T>C TNFRSF1A polymorphism and the development 
of NASH in the residents of Karelia. However, we have discovered an association between NASH and the T>G TNFRSF1B 
rs1061622 polymorphism. Carriers of the G allele have a higher risk of developing NASH (OR = 4.83; 95% CI: 2.72–8.57). The 
rs1061622 T>G genotype of the TNFRSF1B gene appears to have no effect on TNFα concentrations and the activity of alanine 
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP). Our findings suggest a possible 
association between the rs1061622 T>G TNFRSF1B polymorphism and a risk of developing NASH in the residents of Karelia. 

Ключевые слова: неалкогольный стеатогепатит, наследственность, фактор некроза опухоли альфа, рецепторы к 
фактору некроза опухоли альфа, mbTNFRI, sTNFR, ген TNFRSF1A, ген TNFRSF1B, полиморфизм генов, аланинами-
нотрасфераза, аспартатаминотрансфераза
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Развитие и прогрессирование неалкогольной жировой бо-
лезни печени (НАЖБП), одной из форм которой является
неалкогольный стеатогепатит (НАСГ), сопровождается повы-
шением в плазме крови и печени провоспалительных цито-
кинов, в частности фактора некроза опухоли альфа (TNFα) 
[1, 2]. Повышенный уровень TNFα способствует воспале-
нию печени, отложению в ней липидов и их перекисному
окислению, активации клеток Купфера и апоптозу гепато-
цитов, формированию инсулинорезистентности [3]. Сниже-
ние концентрации TNFα в плазме крови приводит к улучше-
нию показателей функционального состояния печени [4, 5]. 

Белки семейства TNF проявляют свои биологические 
эффекты посредством взаимодействия с рецепторами 
суперсемейства TNFR[6]. Рецепторы к TNFα (mbTNFR) 
представлены двумя типами трансмембранных белков 
(mbTNFRI, mbTNFRII), отличающимися друг от друга нали-
чием или отсутствием во внутриклеточной области домена 
смерти, активация которого приводит к запуску сигналь-
ных путей апоптоза или некроптоза [7]. Помимо мембра-
носвязанных, существуют и растворимые рецепторы TNFα 
(sTNFR), образующиеся в результате отщепления внекле-
точной части белка от mbTNFR с помощью металлопро-
теиназ семейства ADAM [8]. sTNFR связываются с TNFα и 
выступают как антагонисты mbTNFR, препятствуя запус-
ку TNFα-сигнальных путей. В небольшой концентрации 
растворимые рецепторы TNFα обнаружены в сыворотке 
и моче здоровых людей. Уровень циркулирующих TNFR 
увеличивается при хроническом вирусном гепатите [9], 
циррозе печени [10], НАЖБП [11, 12], что указывает на 
развитие воспалительного процесса в организме при этих 
заболеваниях и активацию Т-клеточного иммунного ответа, 
в частности активацию CD8+ T-клеток, экспрессирующих 
металлопротеиназу ADAM-17 [8]. Предполагается, что уро-
вень и соотношение растворимых и мембраносвязанных 
рецепторов TNFα играет существенную роль не только в 
индукции процессов гибели гепатоцитов и повреждении 
печени, но и в процессах регенерации и поддержании 
гомеостаза этого органа [13, 14, 15, 16]. Вероятно, соот-
ношение между растворимыми и мембраносвязанными 
формами TNFRI и TNFRII во многом определяет силу им-
мунного ответа и воспалительных реакций в организме. 
Оказывается, мутации в генах TNFRSF1A и TNFRSF1B 
влияют, соответственно, на содержание sTNFRI и sTNFRII 
в плазме крови и на количество mbTNFRI и mbTNFRII на 
поверхности клеток врожденного иммунитета [17]. В связи 
с этим можно предположить, что полиморфные варианты 
генов рецепторов TNFα могут вносить значительный вклад 
в этиологию и патогенез заболеваний печени, в частнос-
ти НАСГ. В настоящее время предпринимаются попыт-
ки установить связь полиморфизма генов, кодирующих 
TNFR, с развитием НАЖБП. Однако такого рода данные 
еще малочисленны и касаются связи полиморфизма генов 
TNFRSF1A и TNFRSF1B с развитием биллиарного цирроза, 
алкогольной болезни печени и гепатоцеллюлярной карци-
номы [18, 19, 20]. Сведения об ассоциации полиморфных 
вариантов генов рецепторов TNFα с развитием НАЖБП 
практически отсутствуют в литературе. В связи с этим, це-
лью исследования явилось изучение влияния полиморф-
ных вариантов генов TNFRSF1A и TNFRSF1B на развитие 
НАСГ у жителей Карелии.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материал для исследования получен при содействии ка-
федры пропедевтики внутренних болезней и гигиены Ме-

дицинского института ПетрГУ и клинико-диагностической 
лаборатории НУЗ ОКБ на ст. Петрозаводск ОАО «РЖД». 
В исследовании использовали 242 образца венозной кро-
ви пациентов с НАСГ (110 мужчин и 132 женщин) и 151 
образец крови здоровых доноров (64 мужчин и 87 жен-
щин). Доноры, включенные в дальнейшем в контрольную 
группу (группу здоровых доноров), были также обследова-
ны врачами НУЗ ОКБ на ст. Петрозаводск ОАО «РЖД» в 
ходе диспансеризации. Все испытуемые были разделены 
на клинические группы: контрольная группа — здоровые 
доноры, без клинических проявлений НАЖБП (возраст 
48,04 ± 2,26 года); группа пациентов с диагнозом НАСГ 
(возраст 50,14 ± 2,46 года). Возраст представлен в виде 
среднего значения ± ошибка среднего. Возраст доно-
ров двух групп исследования значимо не различался 
(U = 132,5; р = 0,637). Общими критериями включения па-
циентов в обе наблюдаемые группы, явились: лица обоих 
полов, давшие информированное согласие на проведе-
ние исследования, проживающие в Республике Карелия, 
с отсутствием вирусной этиологии хронического гепатита 
на основании отрицательных результатов исследования 
HBsAg вируса гепатита В и антител к вирусу гепатита С, а 
также с отсутствием алкогольной, лекарственной и ауто-
иммунной этиологии болезни печени на основании анам-
нестических, клинических, лабораторных данных. Крите-
риями включения для больных НАСГ, кроме указанных, 
стали: впервые установленный диагноз НАЖБП слабой 
и умеренной активности до терапии (форма НАЖБП — 
НАСГ). Общими критериями исключения пациентов для 
обеих изучаемых групп явились: перенесенные в послед-
ний месяц инфекционно-воспалительные заболевания, 
беременность и лактация, курение, сахарный диабет, ин-
декс массы тела ≥ 30 кг/м2, прием лекарственных, в том 
числе гепатотропных препаратов. Диагноз НАЖБП уста-
навливался на основании традиционных клинических, ла-
бораторных, инструментальных и гистологических данных. 
Оценивались следующие лабораторные показатели крови: 
активность АлАТ и АсАТ, активность ЩФ (данные показа-
тели определяли в автоматическом режиме на биохими-
ческом анализаторе «RandomAccessF-15», «BioSystems», 
Испания). При ультразвуковом исследовании у всех боль-
ных выявлялось увеличение размеров печени и усиление 
эхогенности паренхимы органа. У части больных диагноз 
НАСГ подтвержден при гистологическом исследовании 
биоптатов печени. 

Забор венозной крови для исследования в объеме 
10 мл проводили до назначения лекарственных, в том 
числе гепатотропных, препаратов с  использованием ва-
куумных пробирок с антикоагулянтом (ЭДТA). 250 мкл 
использовали для выделения ДНК. Часть венозной крови 
использовали для получения плазмы. Плазму крови объе-
мом 200 мкл использовали для определения концентрации  
TNFα. Остальной объем крови был использован для опре-
деления биохимических показателей крови. 

На проведение исследования получено согласие Ко-
митета по медицинской этике Минздравсоцразвития РК и 
ПетрГУ (протокол № 39 от 15 ноября 2017 г).

У части доноров, выбранных случайным образом, 
определяли содержание TNFα в плазме крови иммунофер-
ментным методом (ИФА) с использованием набора «Human 
TNFα Platinum ELISA» («eBioscience», Австрия). Исследова-
ли 30 образцов плазмы крови здоровых доноров (возраст 
49,11 ± 1,81 года) и 60 образцов плазмы крови больных 
НАСГ (возраст 49,95 ± 2,74 года) с равным количеством 
мужчин и женщин в группах. Возраст лиц в исследуемых 
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группах достоверно не различался (U = 181,5; р = 0,535). 
Оптическую плотность раствора измеряли на микроплан-
шетном фотометре Sunrise («Tecan», Австрия) при длине 
волны 450 нм и референсной длине волны 620 нм.

ДНК выделяли из периферической крови на микро-
колонках с помощью набора «К-Сорб» (Синтол, Россия). 
Качество и количество ДНК определяли спектрофотомет-
рически на приборе «SmartSpec» («Bio-Rad», США).

Для амплификации части гена TNFRSF1A, включающую 
позицию 339 (rs767455), использовали праймеры: прямой 
5’agtggctgaggttaggac3’ и обратный 5’ctatgcccgagtctcaac3’, 
описанные в работе [21]. Для амплификации области гена 
TNFRSF1B, включающей позицию 587 (rs1061622), ис-
пользовали праймеры: прямой 5’gcacacatcgtcactctc3’ и 
обратный 5’aaggagtgaatgaatgagac3’, описанные в работе 
[21]. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили в 
амплификаторе iCycler iQ5 («Bio-Rad», США), используя 
реакционную смесь («Евроген», Россия). ПЦР-продукты, 
содержащие rs767455, обрабатывали эндонуклеазой рес-
трикции Bsе1 I (1 e.a.) («Сибэнзим», Россия) в течение 3 ч 
при 65 °С. ПЦР-продукты, содержащие  rs1061622, обра-
батывали эндонуклеазой рестрикции FatI (1 e.a.) («Сибэн-
зим», Россия) в течение 1 ч при 55 °С. После рестрикции 
фрагменты ДНК разделяли в 1,5%-м агарозном геле, ис-
пользуя трис-ацетатный буфер. 

Статистическую обработку данных проводили в про-
грамме Statgraphics 2.1. Достоверность различий частот 
аллелей и генотипов в группах оценивали с помощью кри-
терия χ2, биохимических показателей между группами — с 
помощью непараметрического критерия U Уилкоксона–
Манна–Уитни. Непараметрический критерий для анализа 
был использован в связи с несоответствием распределе-
ний показателей в группах нормальному. Для оценки влия-
ния генотипов на биохимические показатели использовали 
дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса. Для оценки 
риска развития НАСГ рассчитывали отношение шансов 
(ОШ) с 95%-м доверительным интервалом (95% ДИ) [22]. 
Различия считали достоверными при значении p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 1 и 2 представлены электрофореграммы продук-
тов рестрикции ПЦР-фрагметов, содержащих rs767455 и 
rs1061622.

Проанализированы частоты аллелей и генотипов по 
полиморфному маркеру T>C rs767455 гена TNFRSF1A в 
контрольной группе и группе пациентов с НАСГ.

Проводили тест на соответствие распределения равно-
весию Харди–Вайнберга. В контрольной группе и группе 
НАСГ обнаружено отклонение частот аллелей и генотипов 
от уравнения Харди–Вайнберга (χ2 = 8,25 (df = 2, p < 0,05),  
χ2 = 21,64 (df = 2, p < 0,05) соответственно).

Как видно из табл. 1, частоты аллелей и генотипов по 
полиморфному маркеру T>C (rs767455) гена TNFRSF1A не 
различались в группах здоровых доноров и больных НАСГ.

Проанализированы частоты аллелей и генотипов по 
587T>G полиморфному маркеру гена TNFRSF1B в конт-
рольной группе и группе пациентов с НАСГ.

В исследованных группах не обнаружено отклонения 
частот аллелей и генотипов от уравнения Харди–Вайнбер-
га (χ2 = 0,30 (df = 2, p > 0,05), χ2 = 4,16 (df = 2, p > 0,05) 
соответственно в группе здоровых доноров и группе боль-
ных НАСГ).

Как видно из табл. 2, распределение частот аллелей и 
генотипов полиморфного маркера 587T>G гена TNFRSF1B 

различается в группах здоровых и больных НАСГ людей. 
Встречаемость аллеля G в группе лиц с диагнозом НАСГ 
значительно выше, чем в контрольной группе. У носителей 
аллеля G повышен риск развития данного заболевания 
(ОШ = 4,83  (95% ДИ: 2,72–8,57)). 

Оценивали влияние rs1061622 гена TNFRSF1B на 
некоторые функциональные биохимические показате-
ли состояния печени и содержание TNFα в плазме крови 
(табл. 3). Достоверные различия изучаемых показателей у 
носителей разных генотипов в двух сравниваемых группах 
не обнаружены. Не обнаружено влияние генотипа по ука-
занному маркеру на биохимические показатели крови как 
в группе здоровых доноров, так и в группе пациентов с 
НАСГ (р > 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы проанализировали связь полиморфных вариантов 
rs767455 гена TNFRSF1A и rs1061622 гена TNFRSF1B с 
развитием НАСГ. Указанные полиморфные варианты по 
данным литературы ассоциированы с рядом воспалитель-
ных заболеваний и изменением уровня TNFα в плазме 
крови [23]. Полиморфный вариант rs767455 представляет 
собой синонимическую мутацию, расположенную в по-
зиции 36 первого экзона гена TNFRSF1A. Известно, что 
синонимические мутации могут влиять на правильность 
и эффективность сплайсинга мРНК, изменять ее струк-
туру и влиять на фолдинг белков [24]. Показано, что за-
мена аденина на гуанин в 36-й позиции гена TNFRSF1A 
приводит к изменению кодона ССА на CCG, что влияет на 
эффективность трансляции [25]. Кроме того, данная му-
тация в сочетании с другими мутациями (гаплотип T-A-T 
по rs4149570-rs767455-rs1800692) в гене TNFRSF1A 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов рестрикции ПЦР-фрагметов, со-
держащих rs767455: М — Thermo Scientific GeneRuler Low range DNA Ladder, 
1 — генотип CС (330 п.н.), 2 — генотип TС (330, 184 и 146 п.н.), 3 — генотип 
TT (184 и 146 п.н.) 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов рестрикции ПЦР-фрагметов, со-
держащих rs1061622: М — Thermo Scientific GeneRuler Low range DNA 
Ladder, 1 — генотип TT (235 и 144 п.н.), 2 — генотип TG (379, 235 и 144 п.н.), 
3 — генотип GG (379 п.н.) 
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способствует снижению пула мРНК без экзона 2 [26]. 
Нами не обнаружена ассоциация данного полиморфного 
маркера гена TNFRSF1A с развитием НАСГ среди обсле-
дованных лиц. Однако нами выявлена связь носительства 
аллеля G по T>G rs1061622 полиморфному маркеру гена 
TNFRSF1B с повышением риска развития НАСГ.

Полиморфный вариант rs1061622 гена TNFRSF1B 
представляет собой замену тимина на гуанин в позиции 
587 экзона 6, которая приводит к замене аминокислотных 
остатков (метионин заменяется на аргинин) в позиции 196 
трансмембранного домена белка,  близко к сайту протео-
литического расщепления металлопротеазами семейства 
ADAM. Указанная мутация влияет на процесс отщепле-
ния внеклеточного фрагмента трансмембранного белка и 
его выходу во внеклеточное пространство (эктодоменный 
шеддинг). Некоторые исследования показали, что у носи-
телей генотипа ТТ (Met196) уровень sTNFRII ниже чем у 
лиц, имеющих Arg196-форму рецептора [27]. По данным 
других авторов, у носителей ТТ+TG генотипов по данному 
полиморфному маркеру уровень sTNFRII в плазме крови 
выше, чем у доноров с генотипом GG [28].

Таким образом, указанная мутация может способство-
вать изменению соотношения мембраносвязанных и рас-
творимых TNFRII как в обычных физиологических услови-
ях, так и при воспалении. Как уже отмечалось, у больных с 
различными заболеваниями печени наблюдается повыше-
ние содержания sTNFRI и sTNFRII в плазме крови и пече-
ни. Причем уровень этих белков может позитивно корре-

лировать с тяжестью заболевания [10, 12, 29, 30]. Однако 
физиологическая роль усиления эктодоменного шеддинга 
рецепторов TNFα при воспалении не совсем понятна. Так, 
увеличение содержания sTNFRII и связанное с ним умень-
шение количества mbTNFRII на поверхности клеток могут 
привести к активации сигнальных путей, опосредованных 
mbTNFRI и направленных на индукцию апотоза [7]. Поми-
мо этого, растворимые формы TNFR могут функциони-
ровать в качестве физиологических аттенюаторов актив-
ности TNFα, конкурируя за лиганд с мембраносвязанными 
рецепторами. С другой стороны, растворимые рецепторы, 
вероятно, способны стабилизировать и сохранять цирку-
лирующий растворимый TNFα и, таким образом, действо-
вать как его агонисты [31].

Формы Met196 и Arg196 TNFRII различаются по своей 
способности опосредовать сигналинг TNF и активировать 
апоптоз или некроптоз. Так, в эпителиальных клетках ли-
нии HeLaS3, трансфицированных плазмидой pcDNA3.1, 
содержащей  аллель Arg196 гена TNFRII, наблюдали сни-
жение активности ядерного фактора κB и рекрутирования 
TRAF2 после стимуляции клеток рекомбинантным TNFα 
[32]. Последующая активация сигнального пути TNFRI в 
этих клетках приводила к индукции апоптоза, тогда как 
в клетках, трансфицированных плазмидой с аллелем ди-
кого типа Met196, выживаемость клеток была на более 
высоком уровне. Необходимо отметить, что НАСГ сопро-
вождается активацией гибели гепатоцитов [33]. Можно 
предположить, что полиморфный вариант rs1061622 гена 

Таблица 1. Распределение аллелей и генотипов по полиморфному маркеру T>C rs767455 гена TNFRSF1A в группе пациентов с НАСГ и в контрольной 
группе

Таблица 2. Распределение аллелей и генотипов по полиморфному маркеру T>G rs1061622 гена TNFRSF1B в группе пациентов с НАСГ и в контрольной 
группе

Таблица 3. Некоторые показатели крови носителей разных генотипов по полиморфному маркеру 587T>G (rs1061622) гена TNFRSF1B в группах здоровых 
доноров и пациентов с НАСГ

Примечание: данные представлены в виде M ± m (Медиана). 

Аллели и генотипы Контрольная группа (n = 131) Пациенты с НАСГ (n = 242) Критерий χ2

T  119 (0,45) 229 (0,47) 
0,24 (df = 1, p > 0,05) 

C  143 (0,55) 255 (0,53)

TT 35 (0,26) 72 (0,30)

0,61 (df = 2, p > 0,05) TC 48 (0,37) 85 (0,35)

CC  48 (0,37) 85 (0,35)

Аллели и генотипы Контрольная группа (n = 151) Пациенты с НАСГ (n = 133) Критерий χ2

T 206 (0,68) 116 (0,44) 16,60 
(df = 1, p < 0,05)G 96 (0,32) 150 (0,56)

TT 69 (0,46) 20 (0,15)
37,07 

(df = 2, p < 0,01)
TG 68 (0,45) 77 (0,58)

GG 14 (0,09) 36 (0,27)

Показатель Контроль НАСГ

Генотип TT (n = 14) TG + GG (n = 16) TT (n = 20) TG + GG (n = 40)

АЛАТ, Ед./л
17,29 ± 2,05

(17,05)
18,31 ± 2,34

(18,27)
59 36 ± 8,53

(45,90)
65,56 ± 8,68

(48,30)

АСАТ, Ед./л
24,36 ± 2,64

(19,50)
22,08 ± 2,72

(19,09)
51,22 ± 9,65

(41,05)
51,51 ± 6,27

(35,60)

ЩФ, Ед./л
118,42 ± 10,82

(117,46)
123,51 ± 17,14

(125,48)
218,00 ± 18,70

(210,00)
214,26 ± 11,28

(197,00)

TNFα, пг/мл 
5,53 ± 1,38

(4,69)
4,82 ± 0,39

(5,08)
6,09 ± 0,43

(5,83)
6,36 ± 0,27

(6,27)
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TNFRSF1B вносит свой вклад в формирование и прогрес-
сирование НАСГ через индукцию сигнальных путей, опре-
деляющих гибель клеток печени.

Другой механизм вовлечения полиморфного варианта 
rs1061622 гена TNFRSF1B в этиологию и патогенез НАСГ 
может быть связан с его влиянием на уровень провоспа-
лительных цитокинов [34]. Мы исследовали содержание 
TNFα в плазме крови носителей разных аллелей и геноти-
пов по указанному полиморфному маркеру в группах здо-
ровых и больных НАСГ людей. Однако достоверных раз-
личий в уровне этого цитокина в группах сравнения мы не 
выявили. Несмотря на это, мы не будем строго утверждать 
об отсутствии влияния полиморфного варианта rs1061622 
гена TNFRSF1B  на содержание TNFα, поскольку получен-
ные результаты могут быть следствием как статистических 

флуктуаций из-за малочисленности выборки, по крайней 
мере, в группе здоровых доноров, так и влияния других 
факторов на этот показатель. Эти обстоятельства требуют 
дальнейшего изучения механизмов вовлечения указанного 
полиморфного маркера в этиологию и патогенез НАСГ.

ВЫВОДЫ

Не обнаружена связь носительства полиморфного вари-
анта T>C rs767455 гена TNFRSF1A с развитием НАСГ у 
жителей Карелии. Выявлена ассоциация полиморфно-
го варианта T>G rs1061622 гена TNFRSF1B с развитием 
НАСГ. Указанный полиморфный маркер может быть вов-
лечен в генетическую предрасположенность жителей Ка-
релии к НАСГ.
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РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ ВУЛЬГАРНОГО ИХТИОЗА И ЧАСТОТА 
МУТАЦИЙ R501X И 2282DEL4 В ГЕНЕ FLG В РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ

PREVALENCE OF ICHTHYOSIS VULGARIS AND FREQUENCY OF FLG R501X 
AND 2282DEL4 MUTATIONS IN THE POPULATION OF THE ROSTOV REGION

Вульгарный ихтиоз (ВИ) — серьезное поражение кожного покрова, передающееся по наследству и активно изуча-
ющееся специалистами всего мира. Целью работы стала оценка распространенности ВИ и частот мутаций R501X и 
2282del4 в гене FLG у населения Ростовской области. Проведено генетико-эпидемиологическое исследование ши-
рокого круга моногенной наследственной патологии у населения в 12 районах. Изучена частота мутаций R501X и 
2282del4 в гене FLG у больных ВИ и в контрольной группе (здоровой популяции). Суммарная численность обследо-
ванных составила 497 460 чел. Выявлено 230 нозологических форм. Рассчитана распространенность ВИ в каждом 
районе и по области в целом, проведен сравнительный анализ с ранее обследованными популяциями. Средняя рас-
пространенность ВИ в области составила 1:5025 и соответствует среднему значению по России, равному 1:5151. 
Определено накопление ВИ в Целинском (1:1942) и Миллеровском районах (1:2032). Методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с последующим анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов изучена частота мутаций 
R501X и 2282del4 в гене FLG у больных ВИ (58 пациентов) и в контрольной группе (127 здоровых неродственных ин-
дивидов). Частота мутации 2282del4 в гене FLG среди пациентов с ВИ составила 48,28% (соответствует данным по 
Европе), в контрольной группе 1,58%. Сравнительный анализ частоты мутации 2282del4 в гене FLG в двух группах 
показал, что среди пациентов с ВИ частота мутации (48,28%) 2282del4 в гене FLG в 30 раз превышает частоту в конт-
рольной группе (1,58%), что косвенно подтверждает патогенное действие мутации в группе больных ВИ. Мутация 
R501X не выявлена у больных ВИ и в контрольной группе.

Ichthyosis vulgaris (IV), a serious skin condition that runs in families, is actively studied worldwide. In this work we aimed 
to evaluate the prevalence of IV and frequency of two FLG mutations R501X and 2282del4 in the population of the Rostov 
region. Our genetic epidemiology study of hereditary monogenic disorders covered a total of 497,460 residents of 12 districts 
to identify 230 separate nosological entities. In the course of the analysis, we calculated the prevalence of IV per district and 
in the entire region and compared our findings with the results of earlier studies. The average prevalence of IV in the Rostov 
region was 1:5,025, which is consistent with the average prevalence of the disease across Russia (1:5,151). Tselinsky and 
Millerovsky districts demonstrated the highest prevalence rates (1:1,942 and 1:2,032, respectively). To evaluate the frequency 
of two FLG mutations R501X and 2282del4, we assayed the samples of 58 patients with IV and 127 healthy unelated controls 
by PCR followed by the restriction fragment length polymorphism analysis. In patients with IV, the frequency of the 2282del4 
mutation was 48.28%, which is in line with European figures and also 30 times higher than in the controls (1.58%), suggesting 
the pathogenicity of the mutation. The R501X mutation was not identified both in patients with IV and healthy controls. 

Ключевые слова: вульгарный ихтиоз, мутации R501X и 2282del4, ген FLG, генетико-эпидемиологическое исследова-
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Вульгарный ихтиоз (OMIM #146700, ichthyosis simplex) — 
наиболее распространенная и относительно мягкая фор-
ма из всей группы наследственных несиндромальных их-
тиозов. Клинические симптомы ВИ обычно появляются на 
втором месяце жизни и включают сухость и шелушение 
кожи, наличие мелкопластинчатых и/или отрубевидных че-
шуек светло-серого цвета, наиболее выраженных на жи-
воте, груди и разгибательных поверхностях конечностей, 
фолликулярный кератоз и гиперлинейность кожи ладоней 
и стоп [1, 2].

Заболевание обусловлено наличием мутаций в гене 
филаггрина (OMIM *135940, filaggrin (FLG)). Ген FLG лока-
лизуется в кластере генов комплекса эпидермальной диф-
ференцировки на коротком плече 1-й хромосомы (1q21) и 
состоит из трех экзонов и двух интронов, за синтез белка 
отвечает третий экзон [2].

По результатам классического исследования, прове-
денного в Англии, показано, что частота всех форм ихтио-
за составляет 1:3665, вульгарного ихтиоза — 1:5300, 
Х-сцепленного — 1:6190 (мужского населения), аутосом-
но-рецессивных форм ихтиоза — 1:300 000. Вместе с тем 
отмечается, что фактическая частота значительно выше, 
так как было выявлено 24 больных аутосомно-доминант-
ным ихтиозом из 6051 школьников и частота соответ-
ственно составила 1:250 [3].

Результаты проведенных в разных регионах Евро-
пы ДНК-исследований по изучению мутаций у больных 
ВИ показали, что частыми в гене FLG являются мутации 
R510X и 2282del4, их частота варьирует по данным разных 
авторов от 30,0% до 67,3% [4]. Показано незначительное 
колебание частот мутаций R501X и 2282del4 в гене FLG в 
ирландских (4,1% и 0,5% соответственно), шотландских 
(2,1% и 1,2%) и американских популяциях (2,4% и 1,1%) [5]. 
В то же время при обследовании шотландских школьников 
сообщалось о более высоких частотах мутаций R501X и 
2282del4 (2,9% и 1,9% соответственно) [6]. По результатам 
исследования, проведенного в западной Австрии, частоты 
для каждой мутации составили 1,4% [7]. Возможно такая 
дифференциация обусловлена различными подходами к 
выявлению и обследованию пациентов. 

В Юго-Восточной Азии молекулярно-генетическое 
обследование больных ВИ позволило описать другие му-
тации в гене FLG: 3321delA, S2554X, 441delA, 1249insG, 
7945delA, Q2147X, E2422X и R4307X. Частота мутации 
3321delA в гене FLG составила 52,31% у больных ВИ и 
4% — в контрольной группе здоровых индивидов. Мутации, 
описанные в европейских популяциях, в Азии встречаются 
редко [8]. Аллельная гетерогенность в различных популя-
циях описана для многих наследственных заболеваний. 

В России частота мутации 2282del4 в гене FLG в по-
пуляционной выборке Новосибирска составила 3,8% [9], 
в Республике Башкортостан гетерозиготными носителя-
ми мутации 2282del4 являлись 3,86% контрольной груп-
пы индивидов [10]. На Украине частота мутаций R510X и 
2282del4 составила 2,1% и 1,0% соответственно [11].

В настоящее время принято считать, что вульгарный 
ихтиоз является заболеванием с неполным доминировани-
ем [1, 5]. Показано, что пациенты имели мягкие проявле-
ния вульгарного ихтиоза при гетерозиготном носительстве 
одной из мутаций в гене FLG, в то время как гомозиготные 
носители мутации R501X и компаунд-гетерозиготные носи-
тели R501X/2282del4 имели более тяжелые клинические 
симптомы заболевания [5]. Рядом авторов отмечено, что 
наличие мутаций в гене FLG имеет доза-зависимый эф-
фект [6]. 

Целью настоящего исследования явилась оценка рас-
пространенности вульгарного ихтиоза и частоты мутаций 
R501X и 2282del4 в гене FLG у населения Ростовской об-
ласти.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Проведено генетико-эпидемиологическое исследование в 
12 районах Ростовской области (Волгодонского, Дубовс-
кого, Егорлыкского, Зимовниковского, Красносулинского, 
Матвеево-Курганского, Миллеровского, Мясниковского, 
Родионово-Несветайского, Тарасовского, Целинского, 
Цимлянского). Численность обследованных составила 497 
460 человек [12]. Обследование население проведено по 
протоколу генетико-эпидемиологических исследований в 
период 2000–2017 гг. [13, 14]. Протокол генетико-эпиде-
миологических исследований разработан в ФГБНУ «МГНЦ» 
и применяется более 30 лет во всех исследованиях по дан-
ному направлению в РФ. Протокол включает тотальное 
обследование населения через медицинские учреждения 
региона, с последующим осмотром всех зарегистрирован-
ных пациентов врачами различного профиля (генетиком, 
педиатром, дерматологом, окулистом, невропатологом, 
психиатром и др.). В процессе экспедиционных полевых 
исследований при помощи протокола предусматривает-
ся выявление максимально возможного числа нозологи-
ческих форм моногенной наследственной патологии (до 
4000–5000).  

Расчет распространенности ВИ проведен исходя из 
соотношения численности обследованных и числа боль-
ных. При проведении сравнительного анализа распрос-
траненности ВИ использованы данные генетико-эпиде-
миологических исследований ФГБНУ «МГНЦ» [13, 14]. Это 
обусловлено несопоставимостью данных литературы о 
распространенности ВИ в различных регионах вследствие 
существенных различий в методах получения материала.

Накопление ВИ в обследованных районах определено 
с использованием F-распределения (уровень значимости 
α < 0,001) [15].

Молекулярно-генетическое исследование по выяв-
лению мутаций R501X и 2282del4 в гене филаггрина FLG 
выполнено в лаборатории генетической эпидемиологии 
ФГБНУ «МГНЦ».

С целью определения частоты мутаций 2282del4 и 
R501X в гене FLG обследовано две группы. Первая груп-
па — больные с ВИ (58 пациентов), выявленные при про-
ведении генетико-эпидемиологического исследования в 
12 районах Ростовской области. Вторая группа (контроль-
ная) представлена 127 здоровыми неродственными инди-
видами, которые на протяжении не менее трех поколений 
проживают на указанной территории: Миллеровского рай-
она (71 человек) и Волгодонского (56). При обследовании, 
все пациенты подписали письменное информированное 
согласие (в случае несовершеннолетних детей информи-
рованное согласие получено у их родителей): на добро-
вольное участие в исследовании, на осмотр, забор биоло-
гического материала (кровь), публикацию в печати. У части 
семей (по просьбе больных) исследование проведено не 
для всех пораженных членов. Настоящее исследование 
одобрено этическим комитетом ФГБНУ «МГНЦ» (протокол 
№5 от 20.12.2010). 

Выделение геномной ДНК из лейкоцитов перифери-
ческой крови пациентов выполнено с использованием на-
бора реактивов для выделения ДНК DNAPrep100 (DIAtom) 
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Таблица 1. Распространенность вульгарного ихтиоза у населения в 12 районах Ростовской области

Таблица 2. Распространенность вульгарного ихтиоза в обследованных регионах европейской части РФ

в соответствии с протоколом производителя. Для анали-
за мутаций (с.2282del4 и R501X) в гене FLG использован 
метод ПЦР с последующим анализом полиморфизма длин 
рестрикционных фрагментов. Сравнительный анализ час-
тот мутаций среди больных и здоровых индивидов прове-
ден при помощи точного критерия Фишера [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

В ходе проведения генетико-эпидемиологического иссле-
дования в 12 районах Ростовской области выявлено 230 
нозологических форм моногенной наследственной пато-
логии. В настоящей публикации анализируется распро-
страненность и молекулярные причины одной из них —
вульгарного ихтиоза. В общей совокупности выявлено 99 
больных с ВИ из 49 ядерных семей.

Проведен расчет показателей распространенности ВИ 
для каждого района и по области в целом (табл. 1). Анализ 
показал, что наибольшее число больных ВИ зарегистри-
ровано в Миллеровском (37) и в Целинском (20) районах, 
в то время как в Тарасовском, Родионово-Несветайском и 
Красносулинском районах больных не зарегистрировано.

Максимальные значения распространенности ВИ по-
лучены в Целинском (1:1942) и Миллеровском (1:2032) 

районах. Значения распространенности ВИ в обследован-
ных регионах Европейской части России приведены в 
табл. 2. 

Как видно из представленных данных, показатель 
распространенности в области соответствует среднему 
значению по Европейской части России, равному 1:5151. 
Наименьшие значения распространенности выявлены 
в Брянской области 1:88 210, наибольшая распростра-
ненность отмечена в Республике Марий Эл и составляет 
1:2130 [13, 14]. В Миллеровском и Целинском районах 
выявлено достоверное накопление ВИ (уровень значимо-
сти α < 0,001) по сравнению со средними значениями как 
по Ростовской области, так и по России. 

Из общего числа обследованных больных с ВИ 58 
больных из 38 семей согласились принять участие в под-
тверждающей ДНК-диагностике. При обследовании у 28 
больных подтверждено наличие мутации 2282del4 в гене 
FLG в гетерозиготном состоянии, что составило 48,28% 
от всех обследованных неродственных пациентов, мута-
ция R501X не выявлена. При обследовании популяционной 
группы здоровых индивидов у двух человек обнаружена 
мутация 2282del4 в гене FLG в гетерозиготном состоянии, 
что составило 1,58%. Необходимо отметить, что мутация 
выявлена у здоровых индивидов, проживающих в Милле-
ровском районе. Мутация R501X также не выявлена.

Название района Численность населения Число больных Распространенность

Волгодонской 23 542 5 1:4708

Дубовский 23 185 4 1:5796

Егорлыкский 36 098 13 1:2777

Зимовниковский 38 071 2 1:19 036

Красносулинский 77 847 0 0

Матвеево-Курганский 37 600 11 1:3418

Миллеровский 75 201 37 1:2032

Мясниковский 37 432 5 1:7486

Родионово-Несветайский 30 760 0 0

Тарасовский 45 575 0 0

Целинский 38 830 20 1:1942

Цимлянский 33 319 2 1:16 660

Итого 497 460 99 1:5025

Регион РФ: Область/край/Республика Численность населения Распространенность

Ростовская 497 460 1:5025

Архангельская 40 000 1:6667

Брянская 88 210 1:88 210

Кировская 286 616 1:3675

Костромская 444 476 1:8386

Тверская 76 000 1:12 667

Краснодарский 426 700 1:8534

Адыгея 101 800 1:5358

Башкортостан 250 000 1:6944

Марий Эл 276 900 1:2130

Татарстан 268 894 1:7469

Удмуртская 267 655 1:6225

Чувашская 264 490 1:3149

Россия (среднее) 2 791 741 1:5151
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При проведении клинико-эпидемиологического анализа 
отмечен выраженный полиморфизм клинических проявле-
ний (от легких форм до тяжелых) не только между различ-
ными семьями, но и внутрисемейный. Заболевание у всех 
пациентов проявлялось с рождения. Отмечены сухость 
слизистых, кожных покровов и волос, «исчерченность» 
кожи ладоней и стоп. Отмечено шелушение кожи от ред-
ких до обширных поражений в виде мелкопластинчатых 
или крупнопластинчатых чешуек светло-серого цвета, ло-
кализованных у большинства пациентов на животе и голе-
нях. У части пациентов наиболее выраженное шелушение 
наблюдалось на груди и разгибательных поверхностях 
конечностей, отмечен фолликулярный кератоз. Чешуйки 
распространялись также по краю роста волос, по границе 
красной каймы губ. 

При анализе мест рождения и происхождения паци-
ентов с ихтиозом, выявленных в Ростовской области от-
мечено, что около половины всех больных проживают в 
Миллеровском районе, либо родом оттуда (37 больных из 
16 семей). По национальности все больные — русские, по 
происхождению — коренные жители района (коренными 
считали жителей и их семьи, проживающие на территории 
области не менее трех поколений). Истинное число боль-
ных ВИ в выявленных семьях составило 50 (4  умерло, 7  
проживают за пределами района), т. е. прослеживается 
эффект основателя. Генеалогический анализ позволил 
установить родственные связи для части семей, так 5 из 

16 семей (16 больных) родом (в третьем-четвертом поколе-
нии) из хутора Грай-Воронец и происходят от одного пред-
ка, родившегося в конце 19 в. (1896 г.). Родословная этих 
семей представлена на рис. 1. 

Анализ показал, что частота мутаций 2282del4 в гене 
FLG ниже, чем в Европе, но соответствует результатам, по-
лученным в Новосибирске [7, 9].

Выявлены различия в частоте мутации 2282del4 в гене 
FLG у больных ВИ — 0,483 (28/58) и в контрольной выбор-
ке — 0,016 (2/127), что подтверждает наличие значимых 
различий (значение точного критерия Фишера p < 0,00001). 

ВЫВОДЫ

Распространенность ВИ в Ростовской области составила 
1:5025 обследованных, с вариацией по районам от 0 (в Та-
расовском, Родионово-Несветайском и Красносулинском) 
до 1:1942 в Целинском и в 1:2032 Миллеровском районах. 
Показатель распространенности ВИ у жителей данной 
территории соответствует среднему значению по России 
1:5151 [13, 14]. Анализ происхождения пациентов показал, 
что для большей части семей в области прослеживается 
эффект основателя. Сравнительный анализ частоты мута-
ции 2282del4 в гене FLG в двух группах показал, что среди 
пациентов с ВИ частота мутации (48,28%) 2282del4 в гене 
FLG в 30 раз превышает частоту в контрольной группе 
(1,58%), что косвенно подтверждает патогенное действие 
мутации в группе больных ВИ. Мутация R501X не выявлена 
как у больных ВИ, так и в контрольной группе.

Рис. 1. Родословная семьи с вульгарным ихтиозом

с. И с. Ш с. Пс. С
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Udzhukhu VYu, Sharova NM    , Korotky NG, Davtyan EV, Kukalo SV 

КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
НУММУЛЯРНОЙ ЭКЗЕМЫ

CLINICAL MANIFESTATIONS AND IMMUNOLOGY OF NUMMULAR ECZEMA

Широкая распространенность, длительное хроническое течение заболевания и недостаточно изученный патогенез 
определяют интерес к проблеме нуммулярной экземы. Целью настоящего исследования было изучение особенностей 
клинического течения экземы, клинических критериев для постановки диагноза и определение роли нарушений основ-
ных систем врожденного и адаптивного иммунитета в развитии воспалительного процесса. С использованием высоко-
чувствительного ИФА для определения цитокинового статуса, молекул адгезии и аффинности сывороточных антител 
обследован 51 больной нуммулярной экземой. Установлено, что у больных нуммулярной экземой наблюдались изме-
нение соотношения выработки интерлейкинов с преобладанием провоспалительных вариантов, а также дисбаланс в 
системе иммунорегуляторных цитокинов. Обнаружен значительный рост относительного количества мононуклеарных 
клеток CD50+ и CD54+. Выявлены нарушения естественного антибактериального иммунитета, которые обусловлены 
продукцией низкоаффинных сывороточных антител. Проведенная работа позволила установить критерии дифферен-
циальной диагностики нуммулярной экземы. Определены особенности нарушений со стороны иммунного гомеостаза, 
касающиеся как иммунорегуляторных, так и иммуноэффекторных звеньев. Обнаруженные нарушения в системе гумо-
ральной регуляции иммунного ответа и состоянии неспецифической резистентности у больных нуммулярной экземой 
имеют патогенетическое значение и определяют особенности клинического течения данного заболевания.

Being a relatively common chronic skin condition with understudied pathogenesis, nummular eczema captures attention of 
medical researchers. The aim of this wok was to describe clinical manifestations of the disease, revise criteria for its accurate 
diagnosis and understand the role of malfunctioning components of the adaptive and innate immunities in triggering the 
inflammatory response. Using high-sensitivity ELISA assays, we assessed the cytokine profiles, determined the levels of 
adhesion molecules and the affinity of serum antibodies in 51 patients with nummular eczema. The immune profiles of the 
patients were dominated by proinflammatory interleukins, being deficient in regulatory cytokines. The relative abundance of 
mononuclear CD50+ and CD54+ cells was increased. Natural antibacterial immunity was weakened by the production of low-
affinity serum antibodies. Based on our findings, we have established criteria for the differential diagnosis of nummular eczema 
and described a contribution of both regulatory and effector immunity components to the abnormal immune homeostasis. We 
conclude that the discovered defects of the humoral regulation and non-specific resistance in patients with nummular eczema 
are pathogenic and determine the course of the disease. 

Ключевые слова: нуммулярная экзема, клинические проявления, интерлейкины IL-10, IL-12 и IL-17, молекулы адге-
зии, аффинность антител, диагностические критерии, непрямая иммунофлюоресценция

Keywords: nummular eczema, clinical manifestations, interleukins, IL-10, IL-12, IL-17, proinflammatory cytokines, adhesion 
molecules, antibody affinity, diagnostic criteria, indirect immunofluorescence
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Актуальность изучения экземы обусловлена широкой рас-
пространенностью заболевания, затяжным хроническим 
течением, частыми, длительно протекающими рецидива-
ми, недостаточно изученным патогенезом и сложностями 
выбора эффективных лечебных мероприятий [1–3]. В нас-
тоящее время многими исследователями отмечается зна-
чительный рост заболеваемости одной из разновидностей 
экземы — нуммулярной экземой — на фоне нарастания 
резистентности к стандартным методам лечения. Соглас-
но современным взглядам, экзема считается полиэтио-

логическим заболеванием, обусловленным воздействием 
многочисленных экзогенных и эндогенных факторов [4–6]. 
В возникновении экземы и хронизации воспалительного 
процесса определяющую роль играют эндокринные, об-
менные и нейрогуморальные нарушения, а также генети-
ческая предрасположенность [7–9]. В ряде работ выяв-
лены нарушения со стороны клеточного и гуморального 
звеньев иммунитета (угнетение иммунорегуляторного зве-
на иммунитета, дефицит Т-супрессоров на фоне роста 
активности гуморального звена), что, по мнению авторов 
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этих исследований, имеет значение в развитии нуммуляр-
ной экземы и ее рецидивов [10–13]. 

Установлено также, что нуммулярная экзема нередко 
протекает с нарушением неспецифической резистентнос-
ти и функциональной активности нейтрофильных лейко-
цитов, комплементарной системы, усилением процессов 
перекисного окисления липидов и компенсаторной акти-
вации антиоксидантной системы [14, 15]. Тем не менее, ци-
токиновый статус у больных нуммулярной экземой прак-
тически не изучен, а единичные работы [10], посвященные 
данному вопросу, не дают объективного представления 
о состоянии системы цитокинов и ее участии в развитии 
патологического процесса. В этой связи представлялось 
актуальным исследование цитокинов провоспалительно-
го действия (IL-17), а также регуляторных интерлейкинов 
(IL-10, IL-12) у больных нуммулярной экземой. 

Целью работы явилось определение особенностей 
клинического течения нуммулярной экземы, роли наруше-
ний интерлейкинзависимой модуляции иммунного ответа 
и неспецифической резистентности в развитии данного 
дерматоза.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на базе филиала МНПЦДК Черемуш-
кинский Департамента здравоохранения г. Москвы. Дан-
ное исследование было одобрено решением локального 
этического комитета ФГБОУ ВО РНИМУ им Н. И. Пирогова 
(протокол № 164 от 17.04.2017). От всех пациентов было 
получено письменное информированное согласие на учас-
тие в исследовании. Критерии включения пациентов в 
наблюдаемую группу: лица обоих полов старше 18 лет с 
клиническими проявлениями нуммулярной экземы с дав-
ностью заболевания более 6 месяцев на фоне отсутствия 
иммуносупрессивной терапии в течение последних 6 ме-
сяцев. Критерии исключения: тяжелые хронические забо-
левания, туберкулез, ВИЧ, сифилис, онкологические забо-
левания, добровольный отказ от участия в исследовании. 

Под наблюдением находился 51 больной с нуммуляр-
ной экземой (23 мужчины и 28 женщин) в возрасте от 18 до 
64 лет. Давность начала заболевания значительно варьи-
ровала и составляла в среднем 4,8 ± 0,4 года.

Первые клинические признаки нуммулярной экземы 
наиболее часто возникали у пациентов в возрастном ин-
тервале от 18 до 28 лет. Среди триггерных факторов наи-
более часто определялись: воздействие бытовых ирритан-
тов на кожу — у 10 (19,6%) человек, стресс — у 9 (17,6%) 
больных, нарушение диеты — у 6 (11,8%) пациентов. Мик-
робная экзема выявлена у всех пациентов, причём у 44 
(86,3%) больных микробная экзема носила хронический 
характер, часто рецидивируя. Количество рецидивов ко-
лебалось от 2 до 8 в год, а их длительность варьировала 
от 2–3 недель до 3-х месяцев. Клиническая картина нум-
мулярной экземы носила яркий, островоспалительный ха-
рактер. У 21 (41,2%) пациента очаги поражения локализо-
вались на коже верхних и нижних конечностей (тыльной 
стороне кистей, стоп, предплечий и голеней). У остальных 
пациентов (58,8%) экзематозный процесс поражал обшир-
ные участки кожных покровов, включая кожу спины, плеч, 
боковых поверхностей туловища и живота. Заболевание 
обычно начиналось с появления сильно зудящих неболь-
ших четко очерченных округлых эритематозного характе-
ра очагов, на фоне которых выявлялись миллиарные папу-
лы, папуловезикулы, пустулы, корко-чешуйки. Значительно 
реже у больных нуммулярной экземой появлялись микро-

везикулы, сопровождающиеся образованием серозных 
«колодцев» и мокнутия.

При обследовании больных с помощью иммунофер-
ментного анализа определяли уровень IL-10, IL-12 и IL-17 
в сыворотке крови. Исследования проводили с помощью 
иммуноферментного комплекса, состоящего из вошера 
«Проплан» (Рicon, Россия), шейкера «SkyLine» (ELMI, Лат-
вия) и спектрофотометра «Униплан» (Рicon, Россия). В 
качестве диагностических тест-систем использовали ком-
мерческие наборы реагентов (ЗАО «Вектор-Бест», Россия).

Иммунофенотипирование мононуклеарных клеток пе-
риферической крови проводили методом непрямой им-
мунофлюоресценции с использованием моноклональных 
антител серии ИКО. Определение относительной аффин-
ности антител основывалось на применении различных мо-
лярных концентраций тиоционата натрия, разрушающего 
связи комплекса антиген–антитело в твердофазном имму-
ноферментном анализе. Содержание растворимых анти-
генов sСD50 и sСD54 определяли иммуноферментным ме-
тодом с использованием моноклональных антител ИКО-60 
и ИКО-184. Результаты выражались в условных единицах 
(U/мл). В качестве контроля использовали референсные 
значения, соответствующие среднестатистическим значе-
ниям лабораторных исследований, которые были установ-
лены после обследования людей, не имеющих патологий. 
Статистическую обработку полученных данных проводили 
методом вариационной статистики с помощью программы 
Microsoft Excel (Windows). Вычисляли средние арифмети-
ческие значения (М), ошибки средних величин (m). Ста-
тистическую значимость различий оценивали по t-крите-
рию Стьюдента. Различия значений считали статистически 
значимыми при вероятности более 95% (p < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведенные исследования показали, что у больных 
нуммулярной экземой в периферической крови досто-
верно повышены концентрации уровня IL-12 (до 159,8 ± 
5,9 пг/мл) по сравнению с референсными значениями 
(32,1 ± 2,6 пг/мл). У всех больных выявлялось повышен-
ное содержание IL-17 (до 6,1 ± 1,0 пг/мл при референс-
ных значениях 0,22 ± 0,1 пг/мл). Уровень IL-10 выраженно 
снижен (до 4,1 ± 0,18 пг/мл при референсных значениях 
14,1 ± 0,2 пг/мл) (см. таблицу). Уровень антигенов sCD50 
и sCD54 (196,5 ± 4,6 U/мл и 31,5 ± 2,8 U/мл) незначитель-
но отличался от референсных значений. Вместе с тем, от-
носительное количество мононуклеарных клеток CD50+ и 
CD54+ (соответственно 79,8 ± 9,9% и 81,8 ± 10,8%) в сы-
воротке крови больных нуммулярной экземой оказалось 
достоверно выше нормы (соответственно 59,3 ± 7,8% и 
60,2 ± 7,9%). Анализ результатов проведенных иммуно-
логических исследований выявил значительное снижение 
аффинности сывороточных антител к общей антиген-
ной детерминанте у 26 (51,1%) пациентов с нуммулярной 

Таблица 1. Содержание цитокинов в сыворотке крови больных нуммуляр-
ной экземой

Примечание: * p < 0,01 — достоверно по сравнению с контролем (рефе-
ренсными значениями).

IL-10 (пг/мл) IL-12 (пг/мл) IL-17 (пг/мл)

Больные нуммулярной 
экземой (n = 38)

4,1 ± 0,18* 159,8 ± 5,9* 6,1 ± 1,0*

Референсные 
значения

14,1 ± 0,2 32,1 ± 2,6 0,22 ± 01
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экземой. Нормальные значения аффинности определя-
лись у 25 (49,9%) пациентов, снижение в пределах 500–
1000 усл. ед. наблюдалось у 16 (31,4%), ниже 500 усл. 
ед. — у 10 (19,7%) больных.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время клиническая симптоматика нумму-
лярной экземы значительно изменилась, что повлекло за 
собой определенные сложности при постановке диагноза 
и его дифференциальной диагностике. В частности, от-
сутствует излюбленная локализация, патологический про-
цесс часто носит инфильтративный характер, редко воз-
никают экссудативные явления в виде везикулезных эле-
ментов и микроэрозий. 

Проведенные иммунологические исследования показа-
ли, что возникновение и последующее течение нуммуляр-
ной экземы сопровождается характерными для островос-
палительных реакций иммунологическими нарушениями. 
Однако, в отличие от данных литературы [2], касающихся 
нарушений продукции IL-1, IL-2 и IL-6, проведенные нами 
исследования позволили сформировать более объектив-
ное представление о направленности изменений в ци-
токиновой системе у больных нуммулярной экземой. В 
частности, нами впервые установлено многократное по-
вышение содержания IL-12 и IL-17,  указывающее на сме-
щение дифференцировки лимфоцитов Th0 в сторону Th1, 
что, по всей видимости, приводит к усиленной продукци-
ей провоспалительных интерлейкинов и развитию интен-
сивной воспалительной реакции в дермо-эпидермальном 
пространстве. В свою очередь, недостаток выработки IL-
10 привел к функциональному нарушению регуляторного 

звена иммунной системы и развитию патоморфологичес-
ких изменений, определяющих клиническую симптомати-
ку данного заболевания. Значительный подъем продукции 
низкоаффинных антител способствовал снижению актив-
ности комплементарной системы, опсонизации микробов 
и выведению бактериальных антигенов из организма. 
Вместе с тем, низкоаффинные антитела, связываясь с 
мембранными рецепторами иммунорегуляторных клеток, 
вызывали повышенную сенсибилизацию к микробным 
антигенам. Выявленный дисбаланс в системе антигенов 
адгезии, характеризующийся снижением растворимых мо-
лекул адгезии на фоне значительного роста мембранных 
форм данных антигенов, способствовал повышенной ми-
грации клеток в очаг воспаления и хронизации воспали-
тельного процесса.

ВЫВОДЫ

Результаты проведенных исследований показали, что в 
настоящее время клиническое течение нуммулярной эк-
земы сопровождается частым возникновением данного 
дерматоза в молодом возрасте, отсутствует излюбленная 
локализация воспалительного процесса и относительно 
редко отмечается появление таких экссудативных явле-
ний, как микровезикулы, папуловезикулы, микроэрозии и 
мокнутие. 

Проведенные лабораторные исследования показали 
роль дисбаланса уровня цитокинов и молекул адгезии в 
формировании иммунопатологических реакций при нум-
мулярной экземе. Выявленная тенденция к продукции 
низкоаффинных антител указывала на снижение резервов 
естественного антибактериального иммунитета.
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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ РЕЦЕПТОРОВ СТЕРОИДНЫХ 
ГОРМОНОВ В ТКАНЯХ ПЕРВИЧНЫХ И РЕЦИДИВИРУЮЩИХ 
ЭНДОМЕТРИОДНЫХ ОБРАЗОВАНИЙ ЯИЧНИКОВ

EXPRESSION OF STEROID HORMONE RECEPTORS IN THE TISSUE OF 
ENDOMETRIOMAS IN FIRST-TIME AND RELAPSING PATIENTS 

A molecular marker for the risk of endometriosis recurrence can help to customize a post-operative treatment plan for an 
individual patient. The aim of this study was to compare the expression of genes coding for estradiol (mER, ERα, ERβ) and 
progesterone (PGRmC

1
, mPR, РR-А, PR-B) receptors in first-time and relapsing patients with ovarian endometriosis. Our study 

included 94 women of reproductive age with ovarian endometriosis: 82 first-time and 12 relapsing patients. The expression of 
genes coding for steroid receptors was measured using reverse transcription polymerase chain reaction. Recurrent conditions 
were characterized by a change in the expression of estrogen receptors and unchanged expression of progesterone receptors. 
Expression of mER in the tissue of patients with first-time endometriosis was 15.09 ± 1.18. Patients undergoing recurrence 
demonstrated a 3-fold increase in mER expression (from 15.09 ± 1.18 to 44.45 ± 9.1). Also, in such patients ERβ expression 
was 5 times higher increasing from 11.71 ± 0.22, which is an average value for first-time patients, to 10.02 ± 3.81, while ERα 
expression surged 7-fold from 10.47 ± 1.05 to 1.68 ± 0.55 (p < 0.05). Transcription of the studied receptors in the pathological 
tissue depended on the stage of the disease: in relapsing patients expression of estradiol receptors underwent some changes, 
while expression profile of progesterone receptors remained unchanged. Sensitivity of endometrial tissue to gestogens is 
clinically important and serves as a basis for a successful hormone-based relapse prevention. 

Для разработки индивидуального плана послеоперационного ведения пациенток необходим поиск молекулярно-фар-
макологического маркера принадлежности пациенток к группе риска рецидивирования эндометриоза яичников. Це-
лью исследования было провести сравнительный анализ экспрессии генов рецепторов эстрадиола (mER, ERα, ERβ) и 
прогестерона (PGRmC

1
, mPR, РR-А, PR-B) в ткани первичного эндометриоидного образования яичников и при рециди-

ве заболевания. В исследование вошли 94 пациентки репродуктивного возраста с эндометриоидными образованиями 
яичников: 82 пациентки с первичным эндометриозом и 12 с рецидивом заболевания. Для определения экспрессии 
генов стероидных рецепторов использовали метод полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОT-
ПЦР). При рецидиве заболевания в эндометриоидной ткани яичника выявлен сдвиг спектра эстрогеновых рецеп-
торов, а уровень рецепторов прогестерона оставался неизмененным. Уровень экспрессии mER в ткани первичного 
эндометриоза составил 15,09 ± 1,18. Обнаружено увеличение экспрессии mER в 3 раза (с 15,09 ± 1,18  в первичной 
эндометриоидной ткани до 44,45 ± 9,1 в ткани с рецидивом эндометриоза), ERβ в 5 раз (с 11,71 ± 0,22 до 10,02 ± 3,81), 
а также снижение экспрессии рецептора ERα в 7 раз (с 10,47 ± 1,05 до 1,68 ± 0,55) по сравнению с эндометриоидной 
тканью яичника при первичном заболевании (р < 0,05). Транскрипция рецепторов эндометриоидной ткани яичника 
зависит от стадии заболевания: при рецидивировании наблюдается изменение спектра рецепторов эстрадиола на 
фоне интактного рецепторного аппарата для прогестерона. Клиническое значение имеет сохранность чувствитель-
ности ткани к гестагенам как основа успешной противорецидивной гормональной терапии. 

Ключевые слова: эндометриоз яичников, ПЦР, рецепторы эстрадиола, рецепторы прогестерона
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Эндометриоз — рецидивирующее доброкачественное гор-
монозависимое заболевание [1, 2]. Проблема эндометриоза 
приобретает все большее медико-социальное значение, 
что нередко связано с рецидивирующим течением забо-
левания и неблагоприятными последствиями для здоровья 
в целом, оказывающими негативное влияние на качество 
жизни и трудоспособность женщины. Частота рецидивов 
эндометриоза после хирургического лечения составляет 
6,4% — через 2 года, 10% — через 3 года, 19,9% — через 
5 лет и 30,9% спустя 6 лет  [3].  Как в отечественной, так 
и в зарубежной литературе нет единого мнения о проис-
хождении рецидивов заболевания, что вызывает трудности
в выявлении биохимических маркеров эффективности 
лечения первичного и рецидивирующего эндометриоза 
яичников [4].

В литературе дискутируется вопрос, является рецидив 
эндометриоза яичников результатом неполного удаления 
эндометриоидной ткани при оперативном вмешательстве 
или это самостоятельно возникшее заболевание. Проти-
ворецидивное гормональное лечение может отразиться 
на рецепторном статусе эндометриоидной ткани, что спо-
собно повлиять на чувствительность очагов к дальнейшей 
гормональной терапии. Следовательно, транскрипция ре-
цепторов стероидных гормонов в эндометриоидной ткани 
яичника может отличаться при первичном заболевании и 
его рецидиве. Целью работы было проведение сравни-
тельного анализа экспрессии генов мембранных и ядерных 
рецепторов эстрадиола (mER, ERα, ERβ,) и прогестерона 
(PGRMC1, mPR, РR-А, PR-B) в ткани рецидивов по срав-
нению первичными эндометриоидными образованиями 
яичников. Сопоставление рецепторного профиля эндоме-
триоидной ткани при первичном заболевании и рецидиве 
эдометриоза яичников позволит нам выявить целесообраз-
ность дальнейшего назначения гестагенов.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Были обследованы 94 пациентки репродуктивного воз-
раста: 82 с первичным эндометриозом яичников и 12 с 
рецидивирующими эндометриоидными образованиями. 
Перед включением в исследование у всех получено добро-
вольное информированное согласие на участие в иссле-
довании.

Критерии включения для пациенток с первичным эн-
дометриозом: репродуктивный возраст, эхографические 
признаки эндометриоидных образований яичников, лапа-
роскопически и морфологически подтвержденный эндо-
метриоз яичников. 

Критерии включения для пациенток с рецидивом забо-
левания: репродуктивный возраст, наличие уже имевших-
ся хирургических вмешательств по поводу эндометриоза, 
эхографические признаки эндометриоидных образований 
яичников; лапароскопически и морфологически подтверж-
денный эндометриоз яичников.

Критерии исключения из исследования: пациентки с 
сопутствующей экстрагенитальной и генитальной патоло-
гией (миома матки, аденомиоз, опухоли яичников), паци-
ентки после проведения гормональной терапии.

Все исследования выполняли в пролиферативную фазу 
менструального цикла.

С учетом верифицированного морфологического диаг-
ноза все наблюдаемые были разделены на две группы: I груп- 
пу составили 82 пациентки  с эндометриоидными образо-
ваниями яичников, II группу — 12 пациенток с рецидиви-

рующим эндометриозом. Возраст обследованных варьи-
ровал от 18 до 44 лет и составил в среднем 31,4 ± 5,2 
года. Средний возраст наблюдаемых в I группе составил 
34,2 ± 5,3 года с индивидуальными колебаниями от 22 до 
41 года, во II группе — 33,4 ± 6,9 года, что свидетельствует 
о сопоставимости обследованных групп по возрасту. 
Длительность заболевания варьировала у больных I группы 
от 1,5 до 5 лет, у наблюдаемых II группы — от 2 месяцев 
до 1,5 лет. Наиболее часто пациентки с эндометриозом 
яичников предъявляли жалобы на боли в нижних отделах 
живота — в 35 (53,0%) случаях и в 6 (67,4%) случаях соот-
ветственно по группам.

Частота нарушений менструального цикла была до-
стоверно ниже у пациенток в I группе в сравнении со 
II группой: 25,6% и 14,7% соответственно. В анамнезе у 
35 (52,4%) обследованных из I группы и 4 (45,5%) обсле-
дованных из II группы отмечены беременности. Беспло-
дие выявлено у 8 (65,7%) пациенток с рецидивом забо-
левания и у 32 (25,9%) пациенток с первичным заболева-
нием. Доля пациенток с соматической патологией у обсле-
дованных больных обеих групп была практически оди-
наковой и составила 35,5 и 34,9% соответственно по 
группам.

Кроме общеклинического и гинекологического обсле-
дования нами выполнено ультразвуковое сканирование в 
режиме 2D с допплерометрией на аппарате VOLUSON-730 
Expert (GEKretz, Zipf, Австрия) по стандартной методике 
с трансвагинальным датчиком (3,3–10,0 МГц). Всем об-
следованным проводили хирургическое вмешательство с 
использованием лапароскопического доступа с примене-
нием специального оборудования (Karl Storz, Германия). 
Выполняли гистологическое исследование эндометриоид-
ной ткани, а также  проводили исследование рецепторов 
стероидных гормонов. 

В эндометриоидной ткани проводили исследование 
экспрессии генов: мембранного (mER) и ядерных (ERα и ERβ) 
рецепторов эстрадиола, мембранных (mPR и PGRMC-1) и 
ядерных (PR-A и PR-B) рецепторов прогестерона. Из биоп-
тата ткани выделяли мРНК с помощью комплекта реаген-
тов «РИБО-преп» («AmpliSens», Россия) согласно инструк-
ции производителя. Получение кДНК на матрице мРНК 
проводили с помощью реакции обратной транскрипции 
с использованием комплекта реагентов «РЕВЕРТА-L» 
(«AmpliSens», Россия). Для ПЦР в реальном времени ис-
пользовали набор готовых реактивов «Реакционная смесь 
2,5× для проведения ОТ-ПЦР в присутствии SYBR Green I» 
на приборе iCycler iQ5 real-time PCR (BioRad, Германия). 
В качестве контрольного гена использовали гены GAPDH 
(глицеральдегидфосфатдегидрогеназы) (табл.). 

Для определения уровней экспрессии генов использо-
вали формулы 0,5-ΔCt (для выявления достоверных различий 
между группами данных) и 2-ΔΔCt (для выяснения кратности
различий), где ΔCt = Ct (искомого гена) — Ct (GAPDH) и 
ΔΔCt = ΔCt (при первой патологии) – ΔCt (при второй па-
тологии).

Все первичные экспериментальные данные обраба-
тывали с использованием программы GraphPadPrism 5.0. 
Анализ соответствия признака закону нормального рас-
пределения проводили с применением критерия Колмо-
горова–Смирнова. Сравнение независимых переменных в 
двух выборках осуществляли непараметрическим методом 
с применением критерия Манна–Уитни. Критерием значи-
мости при статистических расчётах в данной работе явля-
лось значение показателя вероятности ошибки (р) не более 
5%, т. е. р ≤ 0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Эстрадиол и прогестерон являются главными регулято-
рами пролиферации репродуктивного тракта женщины, в 
первую очередь эндометрия и родственных ему тканей. 
Каждый стероидный гормон регулирует экспрессию сотен 
генов в течение разных фаз менструального цикла [5]. 
Результаты сравнения относительного количества мРНК 
рецепторов эстрадиола (mER, ERα, ERβ) и прогестерона 
(PGRmC1, mPR, РR-А, PR-B) в эндометриоидной ткани 
яичника у пациенток с рецидивом и первичным заболева-
нием представлены на рис. 1.

Сравнительный анализ экспрессии генов рецепторов 
половых стероидов в ткани первичного эндометриоза 
яичников и ткани рецидива позволил выявить различие в
экспрессии генов эстрадиола: увеличение экспрессии mER 
в 3 раза (p = 0,0016), ERβ в 5 раз (p = 0,0024), а  снижение 
экспрессии рецептора ERα в 7 раз (p = 0,0001) в эндоме-
триоидной ткани при рецидиве по сравнению с первичным 
заболеванием.

ОБСУЖДЕНИЕ

Действие эстрогена или прогестерона опосредуется в 
первую очередь их ядерными рецепторами (ER и PR). 
Эстрадиол и прогестерон взаимодействуют с соответствую-
щими рецепторами и активируют их в качестве факторов 
транскрипции. В отличие от ER и PR, мембранные рецепто-
ры стероидов изучены недостаточно, однако известно, что 
они выполняют вспомогательную модулирующую роль по 
отношению к ядерным рецепторам [6].

Эстрадиол является ключевым гормоном роста и вы-
живания эндометриоидной ткани, а также воспаления и 
боли, связанных с ней. Эстрадиол, достигая ткани эндо-
метриоза с кровью или продуцируясь локально, действует 
как стероидный гормон, регулирующий рост эндометрио-
идной ткани. Подтипы рецептора ER (ERα и ERβ) представ-
ляют собой белки с высоким сродством к эстрадиолу и 
кодируются отдельными генами. Хотя ERα и ERβ оба при-
сутствуют в эндометрии, ERα, по-видимому, служит основ-
ным медиатором эстрогенного действия в этой ткани [7]. 
Увеличение количества ERα связано с активацией проли-
ферации ткани-мишени, в то время, как ERβ ограничивает 
транскрипционную активность ERα, т. е. оказывает анти-
пролиферативный эффект [8, 9].

Эндометриоидная ткань отличается уникальным про-
филем рецепторов стероидных гормонов по сравнению с 
эутопическим эндометрием. В литературных источниках 
имеются немногочисленные сообщения о значительно 
более высоких уровнях ERβ и более низких уровнях ERα, 
тогда как уровни обеих изоформ PR, особенно PR-B, 
значительно ниже в ткани эндометриоза по сравнению с 
эутопическим эндометрием [10, 11]. Для количественного 
определения уровней мРНК ядерных рецепторов в первич-
ных эндометриальных и эндометриоидных стромальных 
клетках мы использовали ОT-ПЦР. Уровни мРНК рецептора 
ERα были значительно ниже (в 7 раз) в клетках стромы 
эндометриоза по сравнению со стромальными клетками 
эндометрия. Уровень мРНК рецептора ERβ разительно 
выше (в ~34 раза) в эндометриоидных стромальных клет-
ках, в то же время отмечалось значительно снижение 
уровня мРНК рецептора ERβ или его отсутствие в эндо-
метриальных стромальных клетках. Содержание общего 
мРНК рецепторов PR и PR-B в эндометриоидных стро-
мальных клетках значительно ниже, чем в стромальных 

клетках эндометрия [12]. В настоящее время имеются 
сообщения о повышении уровня PR-A при эндометриозе 
независимо от менструальной фазы [13]. Известно, что 
активация ERβ приводит к транскрипции нескольких генов 
в стромальных клетках очагов эндометриоза, например 
SGK1-киназы, которая поддерживает выживаемость таких 
стромальных клеток  очагов эндометриоза путем ингиби-
рования проапоптотических факторов и способствует 
выживанию клеток путем фосфорилирования и инактива-
ции белка  FOXO3a [14].

В результате исследования, проведенного нами ранее, 
обнаружена повышенная экспрессия ядерного рецептора 
ERβ в патологической ткани по сравнению с неизмененной 
тканью яичника, что согласуется с литературными данными 
[14]. В эндометриоидной ткани повышение  уровня ERβ 
подавляет экспрессию ERα, а увеличение отношения ERβ 
к ERα в эндометриоидных стромальных клетках пропорцио-
нально связано с подавлением экспрессии рецепторов про-
гестерона и повышением уровня мРНК циклооксигеназы-2. 

В нашем исследовании при определении стероидных 
рецепторов мы не делили эндометриоидную ткань у пациен-
ток с рецидивом на гистологические варианты. Подобные 
процессы могут приводить к развитию резистентности 
ткани к гестагенам и локальному воспалению [15]. В на-
шем исследовании на фоне сдвига эстроген-рецепторного 
профиля не выявлено изменения экспрессии генов рецеп-
торов прогестерона (ни ядерных, ни мембранных).

Согласно результатам, полученным в нашем исследо-
вании, уровень мРНК рецептора ERβ (вероятно в связи с 
патологическим гипометилированием его промотора) 
значительно выше в эндометриоидной ткани при рецидиве 
по сравнению с тканью при первичном эндометриозе. В 
то же время концентрация мРНК рецептора ERα в ткани 
эндометриоидного образования у пациенток с рецидивом 
ниже. В исследовании не было получено сведений о дос-
товерном снижении экспрессии генов рецепторов прогес-
терона на фоне сдвигов уровня рецепторов эстрадиола, 
следовательно, чувствительность рецидивирующей эндомет-
риоидной ткани яичника к экзогенным гестагенам не утрачена.

Таким образом, изменение экспрессии генов рецепто-
ров эстрадиола в эндометриоидной ткани у пациенток с 
рецидивом заболевания может быть отражением усугуб-
ления эстрогензависимых процессов в ткани при более 
активном процессе. Известно, что эндометриоидная стро-
мальная клетка содержит полный комплект генов стерои-
догенного каскада, достаточного для преобразования хо-
лестерина в эстрадиол [16]. Кроме того, эндометриоидная 

Up Low

GAPDH gaa-ggt-gaa-ggt-cgg-agt gaa-gat-ggt-gat-ggg-att-tcc

mER agg-gac-aag-ctg-agg-ctg-ta gtc-tac-acg-gca-ctg-ctg-aa

ERα tgc-caa-gga-gac-tcg-cta-ct ctg-gcg-ctt-gtg-ttt-caa-c

ERβ tca-gct-tgt-gac-ctc-tgt-gg tgt-atg-acc-tgc-tgc-tgg-ac

PR-A aaa-tca-ttg-cca-ggt-ttt-cg tac-agc-atc-tgc-cca-ctg-ac

PR-B gac-tga-gct-gaa-ggc-aaa-gg cga-aac-tcc-agg-caa-ggt-gt

mPR tgc-cct-gct-gtg-tga-tct-ta gat-agc-tga-ggc-tcc-tgg-at

PGRmC1 tgc-cct-gct-gtg-tga-tct-ta gat-agc-tga-ggc-tcc-tgg-at

Таблица. Последовательность синтетических олигонуклеотидов для иссле-
дования экспрессии генов стероидных рецепторов и GAPDH методом ОТ-
ПЦР [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/]

Примечание: GAPDH — глицеральдегидфосфатдегидрогеназа, mER — 
мембранный рецептор эстрадиола, ERα, ERβ  — ядерные рецепторы эстра-
диола, PR-A, PR-B — ядерные рецепторы прогестерона, mPR, PGRmC1 — 
мембранные рецепторы прогестерона
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ткань отличается аберрантной экспрессией ароматазы, в 
результате чего повышен локальный синтез эстрогенов, 
а также некоторых цитокинов и металлопротеиназ. Более 
того, дефицит в ткани 17β-гидроксистероиддегидрогеназы 
2-го типа, переводящей 17β-эстрадиол в малоактивный 
эстрон, способствует накоплению активного эстрогена в 
ткани [17].

В более раннем нашем исследовании были получены 
данные по уровням экспрессии стероидных рецепторов 
в эндометриоидной ткани по сравнению с неизмененной 
тканью яичника: экспрессия ERβ при эндометриозе яич-
ников (2,3 ± 0,6) достоверно выше (р = 0,022) в 2,4 раза, 
по сравнению с неизмененной тканью яичника (0,8 ± 0,3); 
экспрессия PR-A при эндометриозе яичников (5,5 ± 2,0) 
достоверно выше (р = 0,008) в 9,7 раз, чем у неизмененной 
ткани яичника (1,3 ± 1,3); экспрессия PR-B при эндометри-
озе яичников (0,7 ± 0,2) достоверно выше (р = 0,005) в 3,5 
раза, чем у контрольной группы (0,08 ± 0,03) [18]. 

Анализ рецепторного состояния ткани эндометриоза 
яичников при рецидиве свидетельствует о том, что на фоне
изменения уровня мРНК всех рецепторов эстрадиола 
экспрессия генов рецептора прогестерона не изменилась, 
что является теоретическим обоснованием для дальней-

шего приема гестагенов с целью предотвращения возмож-
ного рецидива.

ВЫВОДЫ

Сравнительный анализ экспрессии генов рецепторов по-
ловых стероидов в ткани первичного эндометриоза яич-
ников и ткани рецидива заболевания позволил выявить 
различия в экспрессии генов эстрадиола: увеличение 
уровней мРНК mER в 3 раза (p = 0,0016), ERβ — в 5 раз 
(p = 0,0024) и снижение экспрессии рецептора ERα — в 
7 раз (p = 0,0001) в ткани с рецидивом по сравнению с 
первичным заболеванием. Таким образом, рецепторное 
состояние эндометриоидной ткани при первичном заболе-
вании и рецепторное состояние при рецидиве отличаются 
друг от друга по уровню мРНК рецепторов эстрадиола. По-
лученный результат исследования подтверждает участие 
рецепторов эстрадиола в качестве промоторов пролифе-
рации гормонозависимых тканей репродуктивного тракта 
женщины. Отсутствие различий в экспрессии рецепторов 
прогестерона свидетельствует о неизмененной чувстви-
тельности к гестагенотерапии эндометриоидной ткани при  
рецидиве заболевания.

Рис 1. Уровни экспрессии генов рецепторов половых стероидов в эндометриоидной ткани яичника у пациенток с рецидивом эндометриоза и первичным 
заболеванием

Примечание: p — уровень достоверности (по Манну–Уитни); [мРНК] — экспрессия тестируемого гена по отношению к GAPDH (0,5^ΔCt•100)
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Е. А. Комеч, Ю. Б. Лебедев, А. В. Кошенкова, Д. С. Сырко, Е. А. Мусаткина, С. А. Лукьянов, Д. М. Чудаков, И. В. Звягин

Komech EA, Lebedev YB, Koshenkova AV, Syrko DS, Musatkina EA, Lukyanov SA, Chudakov DM, Zvyagin IV

Recent studies of T-cell clonal repertoires of patients with ankylosing spondylitis (AS) have led to the discovery of AS-associated 
T-cell clones with a highly homologous T-cell receptor structure. The role of T-lymphocytes in the disease progression cannot 
be elucidated without analyzing the diversity and abundance of functionally different T-cell clones found in patient with AS. 
Using a state-of-the-art technique for T-cell repertoire profiling based on massively parallel sequencing, we, for the first time, 
studied the T-cell repertoire of activated T-cells from the peripheral blood of a patient with AS. We have demonstrated that 
a subpopulation of CD38+HLA-DR+ T-lymphocytes is highly diverse both in terms of clonal diversity and abundance of the 
identified clonotypes, suggesting diverse antigen specificity of the activated peripheral blood T-cells. Most of the activated 
T-cell clonotypes had low abundance in total population of peripheral blood T-cells. In the repertoire of activated T-cells we 
have found the clonotype TRBV9_CASSVGVYSTDTQYF_TRBJ2-3, previously discovered in AS and reactive arthritis, and a few 
other clonotypes of cytotoxic and helper T-cells that may have a role in promoting inflammation in AS patients. Presence of the 
AS-associated clonotypes in activated T-cell subset suggests that the T-cells might play an active role in ongoing inflammation 
during the disease progression. This provides rationale for further research of their antigen specificity and role in triggering or 
maintaining AS. 

ИССЛЕДОВАНИЕ КЛОНАЛЬНОГО РЕПЕРТУАРА ФРАКЦИИ 
АКТИВИРОВАННЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ У ПАЦИЕНТА 
С АНКИЛОЗИРУЮЩИМ СПОНДИЛИТОМ 

A STUDY OF THE REPERTOIRE OF ACTIVATED T-CELL CLONES OBTAINED 
FROM A PATIENT WITH ANKYLOSING SPONDYLITIS

Недавние исследования клонального репертуара Т-клеток при анкилозирующем спондилите (АС) позволили иденти-
фицировать группу клонов Т-лимфоцитов с высокогомологичной структурой Т-клеточного рецептора, ассоциирован-
ных с развитием АС. Определение роли Т-лимфоцитов в развитии заболевания требует исследований клонального 
состава функционально различных субпопуляций Т-клеток больных АС. С использованием современной технологии 
реконструкции клонального репертуара Т-клеток на базе массированного параллельного секвенирования нами был 
впервые исследован клональный репертуар активированных Т-лимфоцитов периферической крови пациента с АС. Мы 
обнаружили высокое разнообразие клонального состава фракции Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркеры актива-
ции CD38 и HLA-DR, как по численности клеток, представляющих идентифицированные клонотипы, так и по структуре 
Т-клеточного рецептора клонотипов, что свидетельствует о разнообразной антигенной специфичности активирован-
ных Т-лимфоцитов периферической крови пациента. Основу клонального разнообразия составили малопредставлен-
ные в общем репертуаре клонотипы Т-клеток. В составе репертуара фракции был обнаружен ранее ассоциированный 
с АС и реактивным артритом клонотип TRBV9_CASSVGVYSTDTQYF_TRBJ2-3, а также ряд других клонотипов субпопу-
ляций цитотоксических и хелперных Т-клеток, вероятно, связанных с воспалительным процессом при АС. Экспрессия 
маркеров активации клетками ассоциированных с АС клонотипов демонстрирует активное участие таких клонов в 
воспалительной реакции при заболевании, определяя актуальность исследования их антигенной специфичности и 
роли в возникновении и/или развитии АС.

Ключевые слова: Т-клеточный репертуар, анкилозирующий спондилит, активированные Т-лимфоциты, болезнь Бех-
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Анкилозирующий спондилит (АС, болезнь Бехтерева) — 
хроническое ревматологическое заболевание предполо-
жительно аутоиммунной природы. Согласно результатам 
исследований по поиску геномных ассоциаций, риск раз-
вития АС связан с определенными аллелями генов систе-
мы антиген-презентации (HLA, ERAP1/2), а также аллеля-
ми генов ряда рецепторов цитокинов, задействованных в 
провоспалительных реакциях [1]. Выраженная ассоциа-
ция риска развития АС с определенными аллелями гена 
HLA-B, одного из генов системы антиген-презентации, и 
наличие протективных вариантов HLA-B лежат в основе 
гипотезы возникновения АС в результате распознавания 
Т-клетками собственного антигена организма в комплек-
се с молекулой HLA-B*27 [2]. Недавние исследования 
клонального репертуара Т-клеток больных АС позволили 
определить группу клонов цитотоксических Т-лимфоцитов 
с высокогомологичной структурой антиген-распознающей 
части Т-клеточного рецептора (ТКР), специфически обна-
руживающихся в периферической крови и синовиальной 
жидкости пораженных суставов больных АС [3, 4]. Клоны 
Т-лимфоцитов со сходной и/или идентичной структурой 
антиген-распознающей части ТКР ранее были найдены в 
синовиальной жидкости пациентов с реактивным артри-
том — заболеванием, которое также относится к группе 
спондилоартропатий [5–7]. 

Существенный интерес представляет характеристика 
функционального состояния клеток клонов Т-лимфоцитов, 
предположительно связанных с началом и/или поддержа-
нием воспалительного процесса. В настоящей работе мы 
исследовали клональную структуру и состав фракции ак-
тивированных Т-лимфоцитов периферической крови паци-
ента с анкилозирующим спондилитом на фоне активного 
течения заболевания. Для реконструкции клонального ре-
пертуара Т-клеток пациента мы применили современную 
технологию, которая основана на секвенировании нового 
поколения (next-generation sequencing, NGS) библиотек 
кДНК бета-цепей ТКР, подготовленных с использованием 
техники молекулярного баркодирования [8, 9], и позволяет 
анализировать клональный состав образца и количествен-
ную представленность сотен тысяч отдельных клонов 
Т-клеток. После реконструкции клонального репертуара 
Т-лимфоцитов фракции активированных Т-клеток крови 
и исследования общей структуры репертуара мы провели 
поиск опубликованных к настоящему времени ассоцииро-
ванных с АС клонов Т-клеток среди клонотипов исследуе-
мой фракции. Для оценки представленности выявленных 
клонотипов в общем репертуаре периферической крови 
и их принадлежности к двум основным функциональным 
субпопуляциям Т-клеток также был реконструирован ре-
пертуар полной фракции и фракций CD4+- и CD8+-Т-лим-
фоцитов периферической крови пациента.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Пациент

Пациент: мужчина 28 лет с диагнозом «центральная фор-
ма анкилозирующего спондилита (болезнь Бехтерева)», 
HLA-B*27+-генотип. Диагноз был установлен за 7 лет до по-
лучения образцов периферической крови. Терапия: несте-
роидные противовоспалительные препараты (аркоксиа), 
метотрексат, ингибитор фактора некроза опухоли α (пре-
парат «Хумира»). За 3 года до сбора образцов крови была 
проведена высокодозная иммуносупрессивная терапия 

(циклофосфан 200 мкг/кг + антитимоцитарный иммуно-
глобулин) с поддержкой аутологичными гемопоэтическими 
клетками (без обогащения по клеткам CD34+-субпопуля-
ции). Через полгода после иммуносуппрессивной терапии 
было зафиксировано первое обострение заболевания на 
фоне перенесенной ОРВИ. На момент получения образ-
цов крови пациент также находился в состоянии обостре-
ния, проявлявшегося в выраженных болевых ощущениях и 
сниженной подвижности пораженных суставов.

Выделение лимфоцитарной фракции клеток 
и отдельных субпопуляций Т-лимфоцитов

Периферическую кровь в объеме 8 мл собирали в ва-
куумные пробирки с К3-ЭДТА (Vacutainer, BD Biosciences, 
США). Мононуклеарную фракцию выделяли стандарт-
ным методом центрифугирования в градиенте плотности 
фиколла (1,077 г/см3, «ПанЭко», Россия). В один момент 
времени (временная точка 1) были получены два образца 
периферической крови одинакового объема для реконcт-
рукции полного репертуара Т-лимфоцитов в двух неза-
висимых повторностях (образцы F1 и F2).  Из отдельных 
образцов периферической крови были выделены фрак-
ции CD4+- и СD8+-клеток с помощью набора реактивов 
Dynabeads (Invitrogen, США) для позитивной иммуномаг-
нитной селекции.

Для реконструкции клонального репертуара с помо-
щью проточной цитофлуорометрии (FACSVantage, BD 
Biosciences) из мононуклеарной фракции клеток крови 
были получены образцы клеток субпопуляции активиро-
ванных Т-лимфоцитов периферической крови, определен-
ной на основе экспрессии поверхностных маркеров диф-
ференцировки CD38 и HLA-DR. В точке 1 была выделена 
субпопуляция лимфоцитов CD3+CD38+HLA-DR+. Через 
два месяца (временная точка 2) из периферической кро-
ви пациента были получены образцы клеток субпопуляций 
CD3+CD8+CD38+HLA-DR+ и CD3+CD8–CD38+HLA-DR+. Для 
цитофлуорометрии использовались антитела CD3-APC 
(Invitrogen), CD8-FITC (Invitrogen), HLA-DR-PerCP (Invitrogen) 
и CD38-PE (IQProducts, Нидерланды) к поверхностным 
маркерам клеток человека. Окрашивание клеток антите-
лами производили в соответствии с протоколами произ-
водителей. Клетки были собраны в 350 мкл буфера RLT 
(Qiagen, Нидерланды), после чего выделяли фракцию сум-
марной РНК.

Подготовка библиотек кДНК и секвенирование

Выделение РНК фракции мононуклеарных клеток пери-
ферической крови, а также фракций CD4+- и CD8+-кле-
ток периферической крови проводили с использованием 
реагента TRIzol (Invitrogen) по инструкции производителя. 
Выделение РНК фракций Т-лимфоцитов, полученных ме-
тодом проточной цитофлуорометрии, проводили с ис-
пользованием набора реактивов RNAeasy Mini (Qiagen) по 
протоколу производителя. Подготовку библиотек кДНК 
бета-цепи ТКР проводили по ранее описанному протоколу 
[10]. кДНК библиотеки секвенировали на платформе HiSeq 
2000/2500 (Illumina, США) в режиме парного чтения с дли-
ной прочтения 100 нт.

Обработка результатов секвенирования

Предварительная обработка результатов секвенирования 
включала коррекцию ошибок секвенирования и подсчет 
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числа уникальных молекул кДНК ТКР в библиотеке с помо-
щью программного обеспечения MiGEC (на основе прин-
ципа молекулярного баркодирования) [8, 11]. Для опре-
деления V-, D- и J-сегментов, последовательности CDR3, 
подсчета численности клонотипов и формирования списка 
идентифицированных клонотипов для каждого образца 
использовали программное обеспечение MiXCR [12]. При 
восстановлении клонального репертуара образца исполь-
зовали последовательности кДНК ТКР, прочитанные мини-
мум дважды по результатам анализа последовательностей 
уникальных молекулярных меток (unique molecular identifier, 
UMI), что позволило устранить большую часть ошибочных 
последовательностей и существенно снизить искусствен-
ное разнообразие клонального репертуара [13]. Дальней-
шую биоинформатическую обработку результатов прово-
дили с помощью языка программирования R [14].

Ассоциацию обнаруженных клонотипов с тем или иным 
фенотипом Т-лимфоцитов осуществляли по совпадению 
нуклеотидной последовательности участка CDR3 и V-сег-
мента ТКР между репертуарами выделенных фракций 
Т-клеток.

Использованные опубликованные массивы 
секвенирования кДНК бета-цепей ТКР

В работе были использованы опубликованные данные, по-
лученные при секвенировании репертуаров кДНК бета-це-
пей ТКР периферической крови и синовиальной жидкости 
HLA-B*27+-больных анкилозирующим спондилитом (дан-
ные доступны в публичной базе данных NCBI SRA по иден-
тификатору SRP111372) [4]. Все использованные в работе 
опубликованные данные секвенирования были обработа-
ны так же, как данные секвенирования, полученные для 
настоящей работы.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика исследованных образцов клеток 
и технологии реконструкции клонального репертуара

Для анализа клонального репертуара из периферической 
крови пациента с клинически установленным диагнозом 
«анкилозирующий спондилит» с помощью проточного ци-
тофлуориметра были выделены 50 000 клеток, экспрес-
сировавших маркеры CD3, CD38 и HLA-DR. На момент 
получения образцов крови состояние пациента характе-
ризовалось выраженной болезненностью и ограниченной 
подвижностью пораженных суставов; антицитокиновая те-
рапия не проводилась. По результатам цитофлуорометрии 
2,6 % Т-лимфоцитов имели фенотип CD3+HLA-DR+, 1,5 % 
— CD3+CD38+HLA-DR+. Приведенные значения соответ-
ствовали опубликованным данным для периферической 
крови здоровых доноров того же возраста [15]. Повышен-
ная представленность была отмечена для субпопуляции 
CD3+CD38+-Т-лимфоцитов: 39,2 % у пациента в сравнении 
с 5,8–24,6 % у здоровых доноров того же возраста.

В тот же момент времени из периферической крови 
донора были выделены клетки субпопуляций цитотокси-
ческих (CD4+) и хелперных (CD8+) Т-лимфоцитов, а также 
два образца клеток мононуклеарной фракции крови без 
дополнительного фракционирования (F1 и F2).

Для реконструкции клональных репертуаров бета-це-
пей Т-клеточного рецептора (ТКР) собранных образцов 
клеток мы применили оригинальную технологию, которая 
включала:

1) применение эффекта «смены матрицы» при син-
тезе кДНК, что позволяет использовать универсальные 
праймеры и исключить неравномерную амплификацию 
последовательностей ТКР, возникающую из-за различий 
в структуре входящего в состав зрелого гена ТКР вариа-
бельного сегмента (V-сегмента);

2) применение технологии молекулярного баркодиро-
вания [8], что позволяет количественно оценить глубину 
анализа репертуара Т-лимфоцитов и представленность 
каждого клона Т-лимфоцитов в исследуемом образце [9], 
а также, в ходе предварительной обработки результатов 
секвенирования, скорректировать ошибки чтения и суще-
ственно снизить искусственное разнообразие клонального 
репертуара, возникающее в результате таких ошибок [11];

3) введение образец-специфических последовательно-
стей (баркодов) на оба конца молекул кДНК библиотеки, 
одна из которых вводится на этапе синтеза кДНК [10], что 
позволяет практически полностью исключить кросс-кон-
таминацию образцов как в процессе пробоподготовки, 
так и в процессе секвенирования. Низкая вероятность 
кросс-контаминации в свою очередь позволяет ассоции-
ровать выявляемые клонотипы с определенным феноти-
пом Т-лимфоцитов, основываясь на идентификации уни-
кальной нуклеотидной последовательности вариабельной 
части ТКР в образцах различных фракций Т-клеток (CD4+, 
CD8+, F1 и F2, CD3+CD38+HLA-DR+).

После подготовки и секвенирования соответствующих 
библиотек кДНК бета-цепей ТКР для собранных образцов 
клеток было получено 20,25 млн прочтений: 6,23 и 7,53 
млн для образцов F1 и F2 соответственно, 2,78 млн —
для CD4+, 2,96 млн — для CD8+ и 0,75 млн — для 
CD3+CD38+HLA-DR+-фракций Т-лимфоцитов. При даль-
нейшей обработке и реконструкции последовательнос-
тей вариабельной части бета-цепей ТКР (определении 
нуклеотидной последовательности CDR3 и V-сегмента — 
идентификации Т-клеточного клонотипа) использовали 
последовательности кДНК, прочитанные не менее двух 
раз, что позволяло дополнительно снизить искусствен-
ное разнообразие репертуара, возникающее из-за иден-
тифицируемых в образце ошибочных клонотипов [13, 16].

Общая глубина анализа клонального репертуара 
Т-лимфоцитов периферической крови пациента составила 
около 1,6 млн уникальных клонотипов. Для образцов F1, 
F2, CD4 и CD8 было проанализировано 3,3 млн отдельных 
молекул кДНК бета-цепей ТКР (969 000, 1 260 000, 601 000 
и 652 000 соответственно). В соответствии с ранее опубли-
кованной оценкой эффективности использованной техно-
логии реконструкции репертуара общая глубина анализа 
составила около 3,3 млн Т-клеток [13, 16]. Массив резуль-
татов секвенирования для фракции CD3+CD38+HLA-DR+ 

содержал 17 296 последовательностей кДНК бета-цепей 
ТКР, прочитанных минимум дважды, тогда как количество 
клеток фракции составило 50 000. Таким образом, в сред-
нем, каждая последовательность кДНК ТКР, попавшая в 
анализ, представляла мРНК ТКР отдельного Т-лимфоцита, 
и общая глубина анализа фракции активированных Т-лим-
фоцитов составила около 17 000 Т-клеток.

Анализ представленности клонотипов фракции 
активированных Т-лимфоцитов в общем репертуаре 
Т-клеток

На первом этапе анализа клонального репертуара 
фракции активированных Т-лимфоцитов мы исследова-
ли распределение обнаруженных клонотипов в общем 
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Таблица 1. Сопоставление клонального состава фракции CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов с образцами полного репертуара Т-клеток периферической 
крови

Примечание. * — принадлежность к фракции цитотоксических или хелперных Т-клеток по результатам анализа репертуаров образцов CD8+ и CD4+; ** — в 
скобках указана доля от общего клонального разнообразия фракции; *** — число клонотипов, детектированных только во фракции CD3+CD38+DR+.

репертуаре Т-клеток периферической крови пациента. 
Более 85 % (10 212 из 11 927) клонотипов фракции акти-
вированных Т-клеток не были обнаружены ни в одном из 
репертуаров не фракционированных Т-клеток (F1 и F2) или 
фракций цитотоксических или хелперных Т-лимфоцитов 
(табл. 1). Вероятность обнаружения клонотипа в образ-
це пропорциональна численности клона Т-лимфоцитов с 
таким ТКР в общем пуле Т-клеток периферической крови 
(т. е. представленности клонотипа в репертуаре). Высокое 
разнообразие и различная представленность клонов ре-
пертуара Т-клеток при сравнительно небольшом объеме 
исследуемого образца может объяснять значительную 
долю несовпадающих клонотипов между независимыми 
образцами Т-клеток, полученными в один момент времени.

Современная оценка теоретического разнообразия 
репертуара бета-цепей ТКР составляет порядка 108 ва-
риантов [17], а диапазон представленности клонотипов в 
образцах полного репертуара, исследованных в нашей ра-
боте, составляет 1,5 % — 8,6 x 10–6 % Т-клеток перифери-
ческой крови. Чтобы определить, являлась ли наблюдае-
мая степень соответствия полному репертуару характер-
ной именно для репертуара фракции CD3+CD38+HLA-DR+, 
мы проанализировали степень совпадения клонального 
состава образцов полного репертуара (F1) и отдельных 
фракций Т-клеток, выделенных на основе экспрессии 
других поверхностных маркеров (CD4 и CD8), с образцом 
F2. При этом, для соответствия глубине анализа фракции 
активированных Т-лимфоцитов, репертуары образцов F1, 
CD4 и CD8 были восстановлены на основе соответству-
ющего числа случайно отобранных in silico молекул кДНК 
ТКР (репертуары *F1, *CD4 и *CD8). После 100 независи-
мых раундов такого анализа около 30 % клонотипов для 
каждого репертуара совпадали с клонотипами в образ-
це F2 и представляли при этом 30–50 % от общего числа 
Т-клеток репертуаров *F1, *CD4 и *CD8. Соответствующие 
показатели для репертуара фракции CD3+CD38+HLA-
DR+-клеток оказались в два раза ниже (рис. 1). Это сви-
детельствует о существенном обогащении фракции 
CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов клонами Т-клеток, 
представленность которых в полном репертуаре недоста-
точна для обнаружения в идентичном по объему независи-
мом образце Т-клеток.

Чуть более 1 500 клонотипов репертуара фракции 
активированных Т-лимфоцитов (13,1 % от клонального 
разнообразия и около 20 % от числа проанализирован-
ных Т-клеток фракции) были обнаружены хотя бы в одном 
из двух независимых образцов не фракционированных 
Т-лимфоцитов периферической крови (F1 и F2) при дос-
тигнутой глубине анализа полного репертуара в 2 млн 
Т-клеток. Суммарно доля Т-клеток периферической крови, 
представленных такими клонотипами, составила 8,5 %.
При этом лишь часть из них составляли клонотипы с от-
носительно высокой представленностью в общем ре-
пертуаре Т-лимфоцитов пациента (рис. 2). Так, из 100 
наиболее высокопредставленных в общем репертуаре 
клонотипов только 45 были обнаружены в репертуаре 
CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов (39 и 6 клонотипов 
фракций цитотоксических и хелперных Т-лимфоцитов со-
ответственно).

Анализ степени совпадения клонального состава ис-
следованных образцов показал, что основная часть фрак-
ции CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов как по клонально-
му разнообразию, так и по числу Т-клеток фракции была 
представлена клонами, имевшими низкую численность в 
общем пуле Т-лимфоцитов пациента. Низкая численность 
около 90 % клонотипов фракции обуславливает невоз-
можность обнаружения таких клонотипов в образцах не 
фракционированных периферических Т-клеток при обыч-
ной глубине анализа в несколько миллионов отдельных 
Т-клеток периферической крови.

Структура клонального состава фракции 
CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов

Полная структура вариабельного домена бета-цепи ТКР 
целиком или в значительной степени определяет специ-
фичность клона Т-лимфоцитов в отношении распознавае-
мого антигена в контексте определенной молекулы главно-
го комплекса гистосовместимости (main histocompatibility 
complex, МНС) [18–20]. При анализе клонального реперту-
ара фракции активированных Т-лимфоцитов каждый кло-
нотип был представлен как комбинация аминокислотной 
последовательности гипервариабельного участка CDR3 и 
идентификатора V-сегмента, входящего в состав зрелого 

Ассоциированный фенотип*
Найдены в обеих репликах 

(образцы F1 и F2)**
Найдены только в одной из реплик 

(образец F1 или F2)**
Не обнаружены ни в одной 

из реплик***

CD4 505 (4,2 %) 148 (1,2 %) 119 (1 %)

CD8 282 (2,4 %) 29 (0,2 %) 32 (0,3 %)

Не определен 175 (1,5 %) 425 (3,6 %) 10212 (85,6 %)

Рис. 1. Анализ сходства клонального состава различных фракций Т-лимфоцитов донора. Красным цветом указана доля клонального разнообразия, чер-
ным — доля репертуара Т-клеток, занимаемого клонотипами, совпадающими между сравниваемыми массивами. *F1, *CD4, *CD8 — репертуары образцов 
F1, CD4, CD8, восстановленные на основе 17 523 случайно отобранных in silico молекул кДНК ТКР, что равно числу молекул кДНК ТКР, попавших в анализ 
для образца фракции CD3+CD38+HLA-DR+
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гена ТКР и определяющего структуру остальной части ва-
риабельного домена бета-цепи.

Клональный репертуар фракции активированных 
Т-лимфоцитов пациента характеризовался высоким отно-
сительным разнообразием, сопоставимым с разнообра-
зием полного репертуара. В соответствии с результатами 
секвенирования практически каждая Т-клетка фракции, 
попавшая в анализ, представляла уникальный вариант ва-
риабельного домена бета-цепи ТКР: из 17 000 отдельных 
молекул кДНК ТКР было восстановлено порядка 12 000 
отдельных клонотипов. Для сравнения: в каждом из об-
разцов тотальной фракции Т-лимфоцитов (F1 и F2) из 1 млн 
последовательностей отдельных молекул кДНК ТКР было 
идентифицировано около 550 000 отдельных клонотипов.

Распределение представленности клонотипов фрак-
ции CD3+CD38+HLA-DR+ также совпадало с распределе-
нием полного репертуара Т-клеток (образец F1). Наибо-
лее высокопредставленный клонотип фракции занимал 
0,27 % от общего числа Т-лимфоцитов. Для сравнения: 
наиболее высокопредставленный клонотип полного ре-
пертуара (F1) представлял 1,6 % Т-клеток репертуара. На 
100 наиболее высокопредставленных клонотипов образ-
цов CD3+CD38+HLA-DR+ и F1 пришлось 5,6 и 9 % Т-кле-
ток репертуара соответственно. Также не было обна-
ружено существенных различий между образцами F1 и 
CD3+CD38+HLA-DR+ в распределении представленности 
групп клонотипов, в состав бета-цепи ТКР которых входит 
определенный V-сегмент и которые, таким образом, пред-
ставляют собой клонотипы, предположительно распоз-
нающие пептиды в комплексе со сходными молекулами 
MHC. Полученные результаты демонстрируют отсутствие 
во фракции активированных Т-клеток периферической 
крови пациента значительного по сравнению с полным 
репертуаром обогащения клонотипами с определенной 
структурой вариабельного домена бета-цепи ТКР.

Поиск клонотипов, ассоциированных с развитием 
анкилозирующего спондилита

Непосредственное участие в иммунном ответе клеток, 
экспрессирующих маркеры Т-клеточной активации, позво-
ляет предполагать обогащение репертуара активирован-
ной фракции клонотипами, которые связаны с развитием 
воспаления в период обострения АС. Для характеристи-
ки репертуара Т-клеток фракции CD3+CD38+HLA-DR+ мы 
провели поиск ассоциированных с АС клонотипов, обна-
руженных ранее в периферической крови и синовиаль-
ной жидкости HLA-B*27-положительных пациентов [3, 4]. 
В массив для поиска были также добавлены клонотипы, 
обнаруженные в синовиальной жидкости (СЖ) минимум 
двух из трех HLA-B*27-позитивных пациентов, репертуары 
которых были исследованы нами ранее [4]. Такое ограни-
чение было принято для снижения эффекта случайного 
совпадения нерелевантных клонотипов между двумя до-
норами и, таким образом, поиска клонотипов, специфи-
чески присутствующих в месте воспаления у разных до-
норов. Массив для поиска включал 1 913 клонотипов: 11 
последовательностей CDR3, составляющих мотив, ассо-
циированный с АС по результатам двух упомянутых работ, 
а также 1 902 клонотипа, найденных в синовиальной жид-
кости больных АС.

Среди 11 927 клонотипов репертуара фракции ак-
тивированных Т-лимфоцитов мы обнаружили 32 полных 
совпадения аминокислотной последовательности вариа-
бельного домена бета-цепи ТКР c клонотипами из списка. 
Большинство совпавших между массивами клонотипов 
являлись сравнительно низкопредставленными во фрак-
ции CD3+CD38+HLA-DR+ Т-клеток (рис. 3).

Восемь из этих 32 клонотипов не были обнаружены в 
репертуарах Т-клеток периферической крови HLA-B*27-по-
зитивных здоровых доноров (данные из [4]) (табл. 2), что 

Рис. 2. Распределение доли клонотипов, идентифицированных во фракции 
CD3+CD38+HLA-DR+-Т-клеток, в зависимости от представленности клоноти-
па в полном репертуаре (F1). Ось Y — доля клонотипов фракции от общего 
числа клонотипов фракции, ось X — представленность клонотипа в полном 
репертуаре Т-клеток

Рис. 3. Представленность клонотипов из группы ассоциированных с АС и 
обнаруженных в синовиальной жидкости больных АС в репертуаре фрак-
ции активированных Т-клеток пациента. Ранг (порядковый номер) каждого 
из клонотипов списка (см. пояснения в тексте статьи), обнаруженных в ре-
пертуаре фракции, обозначен вертикальными линиями

Представленность клонотипов
в полном репертуаре
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предполагает отсутствие экспансий таких клонотипов у 
здоровых доноров [4, 21, 22]. Один из этих 8 клонотипов, 
TRBV9_CASSVGVYSTDTQYF_TRBJ2-3, входит в состав 11 
вариантов последовательностей вариабельной части ТКР, 
составляющих ассоциированный с АС мотив CDR3 бе-
та-цепи ТКР, обнаруженный ранее также в синовиальной 
жидкости у HLA-B*27-позитивных пациентов с реактивным 
артритом [5, 23]. Как и во всех трех ранее опубликованных 
случаях обнаружения данного клонотипа в образцах паци-
ентов со спондилоартропатиями (АС, реактивный артрит 
(РеА)), в настоящей работе данный клонотип также был ас-
социирован с субпопуляцией CD8+ Т-лимфоцитов.

Через 2 месяца, на протяжении которых состояние 
пациента не изменилось, мы провели повторный анализ 
клонального репертуара Т-лимфоцитов активированной 
фракции (временная точка 2). С помощью проточной ци-
тофлуорометрии были собраны 16 000 и 10 500 клеток 
фракций CD3+CD8+CD38+HLA-DR+ и CD3+CD8–CD38+HLA-
DR+ периферической крови, для которых было восстанов-
лено 3 900 и 8 300 клонотипов бета-цепей ТКР соответ-
ственно. При сходной по числу выявленных клонотипов 
глубине анализа репертуара фракции активированных 
Т-клеток между двумя временными точками совпало около 
3 % клонотипов, представлявших Т-лимфоциты цитотокси-
ческой и хелперной субпопуляций в равной пропорции: из 
323 клонотипов, попавших в репертуар активированных 
Т-клеток в обеих временных точках, 154 были ассоцииро-
ваны с фенотипом CD8+, 136 — с CD4+ и для 33 фенотип 
не был определен. 

В составе репертуара фракций CD8+ активированных 
Т-лимфоцитов во второй временной точке вновь был об-
наружен клонотип TRBV9_CASSVGVYSTDTQYF_TRBJ2-3, 
а также еще 3 клонотипа, обнаруженные ранее в синови-
альной жидкости больных АС и не найденные в образцах 
периферической крови здоровых HLA-B*27-позитивных 
доноров (табл. 2). Аминокислотная последовательность 
вариабельного домена бета-цепи ТКР еще одного из об-
наруженных в точке 2 клонотипов имела сравнительно вы-
сокую степень гомологии с опубликованными АС-ассоци-
ированными клонотипами за счет идентичного V-сегмента 
в составе гена ТКР и сходной последовательности гипер-
вариабельного участка CDR3. Данный клонотип был обна-
ружен в репертуаре периферической крови 40 % больных 

АС (n = 25) [4] и двух из трех исследованных репертуаров 
Т-клеток синовиальной жидкости, но не был обнаружен ни 
в одном из образцов крови HLA-B*27-позитивных здоро-
вых доноров (n = 7) (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поверхностные маркеры CD38 и HLA-DR позволяют вы-
делить субпопуляцию Т-клеток, определяемых как активи-
рованные Т-лимфоциты и осуществляющих эффекторные 
функции при реализации иммунного ответа, например в 
ходе противовирусного ответа [24–27]. Повышенное чис-
ло CD38+HLA-DR+-Т-клеток в периферической крови по-
казано у пациентов с аутоиммунными воспалительными 
заболеваниями кишечника, которые часто регистрируют 
при различных спондилоартропатиях, включая анкилози-
рующий спондилит [28]. В недавнем исследовании эффек-
та антицитокиновой терапии было показано повышенное 
содержание цитотоксических HLA-DR+-Т-клеток в перифе-
рической крови больных АС по сравнению со здоровыми 
донорами, а также значимые различия по количеству HLA-
DR+ хелперных Т-клеток между пациентами, для которых 
терапия оказалась эффективной и неэффективной [29]. 
Обнаружение группы клонов Т-клеток с высокогомологич-
ной структурой ТКР, ассоциированных с АС [3, 4], опреде-
ляет необходимость изучения клонального состава функ-
ционально различных субпопуляций Т-клеток при АС для 
выявления роли Т-лимфоцитов в развитии заболевания. 
В данной работе, используя одну из самых современных 
технологий подготовки библиотек кДНК и анализа дан-
ных секвенирования, мы впервые исследовали структуру 
и клональный состав репертуара субпопуляции активи-
рованных Т-лимфоцитов периферической крови при АС. 
Важными для данного исследования особенностями мето-
да являются низкая вероятность искажений клонального 
состава и возможность количественной оценки представ-
ленности каждого выявленного клонотипа в образце.

Анализ представленности клонотипов фракции акти-
вированных Т-клеток в полным репертуаре Т-лимфоцитов 
периферической крови показал уникальность клонально-
го состава фракции: субпопуляция активированных Т-лим-
фоцитов обогащена клонотипами, не попадающими в 

Таблица 2. Анализ встречаемости клонотипов фракции CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов периферической крови пациента в образцах периферической 
крови и синовиальной жидкости (СЖ) пациентов с АС*

Примечание. * — в список включены клонотипы фракции CD3+CD38+HLA-DR+-Т-лимфоцитов периферической крови пациента, не обнаруженные в образ-
цах крови здоровых HLA-B*27-положительных доноров; ** — в скобках указано число образцов периферической крови пациентов, в которых был обна-
ружен клонотип; *** — принадлежность к фракции цитотоксических или хелперных Т-клеток по результатам анализа репертуаров образцов CD8+ и CD4+.

Аминокислотная 
последовательность

V-сегмент
Частота встречаемости в 

образцах пациентов с АС** 
(n = 25), %

Число образцов СЖ 
(n = 3)

Ассоциированный 
фенотип***

Образец

CASSLGPGSYEQYF TRBV5-1 32,0 (8)** 3 CD4 Точка 1

CASSVGVYSTDTQYF TRBV9 24,0 (6) 1 CD8 Точки 1 и 2 (CD8+)

CASSSRGPYEQYF TRBV7-2 16,0 (4) 2 – Точка 1

CASSDYNEQFF TRBV2 16,0 (4) 2 CD4 Точка 1

CASSQEGQESDTQYF TRBV4-2 12,0 (3) 2 – Точка 1

CASSLGGRNNEQFF TRBV5-1 4,0 (1) 2 – Точка 1

CAWSLGVNQPQHF TRBV30 4,0 (1) 2 – Точка 1

CASSYSGGSGYTF TRBV6-5 0 (0) 2 CD4 Точка 1

CASSVGGDYGYTF TRBV9 40,0 (10) 2 CD8 Точка 2 (CD8+)

CASSLGLSGANVLTF TRBV5-6 8,0 (2) 2 – Точка 2 (CD8+)

CASSQAGAYQETQYF TRBV4-2 0 (0) 2 – Точка 2 (CD8–)
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анализ при исследовании не фракционированных образ-
цов или отдельных субпопуляций CD8+- и CD4+-Т-клеток 
периферической крови вследствие низкой численности 
клеток таких клонотипов. Значительная степень несовпа-
дения клонального репертуара Т-клеток активированной 
фракции при сравнительном анализе образцов в двух вре-
менных точках, по-видимому, также является следствием 
малой представленности клонотипов фракции. 

Низкая численность большинства клонотипов активи-
рованной фракции Т-клеток может быть связана с обога-
щением клетками, участвующими в воспалительной ре-
акции и локализующимися, в большей степени, в очагах 
воспаления. Повышенная численность клеток АС-ассо-
циированных клонов в синовиальной жидкости по срав-
нению с периферической кровью при остром синовите у 
больных АС показана в недавней работе Komech и соавт. 
[4]. Вместе с тем при достигнутой глубине анализа разноо-
бразие клонального состава фракции практически совпа-
дает с разнообразием полного репертуара Т-лимфоцитов 
периферической крови. Исследуя репертуар фракции, мы 
также не обнаружили выраженных клональных экспансий 
или обогащения клонотипами с определенной структурой 
вариабельного домена бета-цепи ТКР по сравнению с пол-
ным репертуаром. С использованием недавно созданной 
базы данных клонотипов с охарактеризованной специфич-
ностью к различным комплексам МНС–пептид [30] среди 
клонотипов активированной фракции было обнаружено 
несколько совпадений аминокислотной последователь-
ности бета-цепи TКР с клонотипами, специфичными к им-
муногенным пептидам вирусов гриппа, CMV и EBV. Можно 
заключить, что обнаруженные в периферической крови 
пациента с АС Т-лимфоциты, экспрессирующие маркеры 
активации HLA-DR и CD38, представляют фракцию актив-
но участвующих в иммунном ответе Т-клеток, специфич-
ных к широкому кругу антигенов. 

Для поиска клонотипов, связанных с АС, мы использо-
вали данные о составе клонального репертуара Т-клеток 
периферической крови и синовиальной жидкости больных 
АС и периферической крови здоровых HLA-B*27-пози-
тивных доноров, полученные ранее с использованием той 
же технологии реконструкции Т-клеточного репертуара. 
После анализа репертуаров двух полученных в разное 
время и с помощью разных стратегий цитофлуориметрии 
образцов Т-клеток, экспрессирующих маркеры активации, 
нами были найдены 11 клонотипов, не обнаруженные ни в 
одном из репертуаров здоровых доноров и при этом иден-
тифицированные в синовиальной жидкости минимум двух 
больных АС. Девять из них были обнаружены также и в 
репертуарах периферической крови больных. Идентифи-
кация данных клонотипов в репертуарах HLA-B*27+-паци-
ентов с АС и отсутствие их у здоровых HLA-B*27+-доноров 
демонстрирует способность прохождения такими клоно-
типами селекции в тимусе при наличии HLA-B*27, с пос-
ледующей клональной экспансией у пациентов, и отсут-
ствие соответствующих клональных экспансий у здоровых 
HLA-B*27+-индивидов [21]. 

Среди указанных 11 последовательностей вариабель-
ного домена бета-цепи ТКР был обнаружен клонотип 
TRBV9_CASSVGVYSTDTQYF_TRBJ2-3, ассоциированный 
с АС по результатам недавних работ по анализу клональ-
ного репертуара Т-клеток периферической крови [3] и си-

новиальной жидкости [4] больных АС. Ранее идентичный 
клонотип бета-цепи ТКР был обнаружен в синовиальной 
жидкости HLA-B*27+-пациентов с реактивным артритом [5, 
23]. Как и в настоящей работе, во всех процитированных 
исследованиях данный клонотип ассоциирован с субпо-
пуляцией цитотоксических Т-лимфоцитов. Проанализи-
ровав клональный репертуар двух независимых образцов 
фракции активированных Т-лимфоцитов периферической 
крови, полученных с разницей в 2 месяца с использовани-
ем разных стратегий выделения клеточных субпопуляций, 
нам удалось показать длительное присутствие Т-клеток 
данного клонотипа в активированном состоянии в пери-
ферической крови пациента. 

Также в составе фракции цитотоксических активи-
рованных Т-лимфоцитов нами был обнаружен клонотип 
TRBV9_CASSVGGDYGYTF_TRBJ1-2, найденный в образ-
цах периферической крови 40 % больных (n = 25) и двух об-
разцах синовиальной жидкости пациентов (n = 3). Высокая 
частота обнаружения в крови и синовиальной жидкости 
больных АС, определенная степень гомологии структуры 
вариабельного домена бета-цепи ТКР данного клоноти-
па с другими, ранее обнаруженными у больных РеА и АС 
клонотипами, и отсутствие в образцах периферической 
крови здоровых HLA-B*27+-доноров позволяют предпо-
ложить возможную связь данного клонотипа с воспали-
тельными процессами при анкилозирующем спондилите. 
Кроме того, по-видимому, некоторые клонотипы фракции 
хелперных Т-клеток, также могут быть связаны с АС, о чем 
говорит обнаружение в репертуаре активированных Т-кле-
ток нескольких CD4+-клонотипов с совпадающей структу-
рой вариабельного домена бета-цепи ТКР с клонотипами 
CD4+-фракций Т-клеток синовиальной жидкости больных 
АС и не обнаруженных в периферической крови здоровых 
HLA-B*27+-доноров.

ВЫВОДЫ

В нашем исследовании впервые изучен клональный состав 
фракции Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркеры акти-
вации HLA-DR и CD38, периферической крови пациента 
с анкилозирующим спондилитом. Показано обогащение 
фракции малочисленными в общем репертуаре Т-клеток 
клонотипами и отсутствие выраженной олигоклонально-
сти субпопуляции на фоне активной стадии заболевания. 
В составе репертуара фракции обнаружен ряд клоноти-
пов субпопуляций цитотоксических и хелперных Т-клеток, 
вероятно, связанных с воспалительной реакцией при АС. 
Наиболее значительным результатом, по мнению авторов, 
является обнаружение в субпопуляции активированных 
цитотоксических Т-лимфоцитов крови клонотипа, ассоци-
ированного с АС по результатам более ранних исследо-
ваний. Экспрессия маркеров активации клетками ассо-
циированных с АС клонотипов демонстрирует активное 
участие таких клонов Т-клеток в воспалительной реакции. 
Дальнейшие исследования, направленные на изучение 
клонального состава функционально различных субпопу-
ляций Т-клеток и определение антигенной специфичности 
выявленных клонотипов, позволят глубже понять механиз-
мы возникновения и развития АС и разработать способы 
специфической терапии данного заболевания.
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РЕГИСТРАЦИЯ ДИНАМИКИ СООТНОШЕНИЯ НАД+/НАДН В ТКАНЯХ 
ЭМБРИОНОВ РЫБ DANIO RERIO С ПОМОЩЬЮ ГЕНЕТИЧЕСКИ 
КОДИРУЕМОГО БИОСЕНСОРА

OBSERVING THE DYNAMICS OF THE NAD+ TO NADH RATIO IN DANIO 
RERIO EMBRYO TISSUES USING A GENETICALLY ENCODED BIOSENSOR 

Рыба Danio rerio является популярным модельным объектом во многих медико-биологических исследованиях, в том 
числе для моделирования человеческих заболеваний и скрининга лекарственных препаратов. Генетически кодируе-
мые биосенсоры на базе флуоресцентных белков широко используются во всем мире для исследований сложных био-
логических процессов в живых системах любого уровня сложности in vivo. Главное преимущество таких молекулярных 
инструментов в том, что генетически кодируемые индикаторы позволяют исследователям наблюдать за биологически-
ми процессами в интактных системах в режиме реального времени. В данной работе мы впервые протестировали био-
сенсор SoNar для регистрации такого важного внутриклеточного параметра, как соотношение НАД+/НАДН, в тканях 
эмбрионов рыбы D. rerio. Мы исследовали, как изменяется динамика соотношения НАД+/НАДН в желточном мешке и 
тканях тела малька рыбы при инъекции продуктов гликолиза лактата и пирувата.

The zebrafish Danio rerio is a popular model species for biomedical research focusing on modeling human diseases and screening 
of therapeutic drugs. Genetically encoded biosensors based on fluorescent proteins are widely used in many laboratories 
worldwide to study the biology of living systems of various complexity in vivo. The main advantage of these molecular tools is 
that they allow observing biological processes in intact systems in real time. In the present work we study the dynamics of the 
intracellular ratio of NAD+ to NADP in the yolk sac and tissues of D. rerio larvae using the SoNar biosensor following the injection 
of glycolisis end products, lactate and pyruvate. 
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Рыба Danio rerio используется в качестве модельного объ-
екта во многих современных медико-биологических иссле-
дованиях in vivo. По сравнению с другими лабораторны-
ми животными D. rerio имеет ряд преимуществ: рыб легко 
содержать в лабораторных условиях, при этом они дают 
большое количество потомства, которое быстро развива-
ется. Из-за прозрачности тканей на ранних стадиях раз-

вития данный объект хорошо подходит для микроскопии. 
Кроме того, геном этого организма хорошо изучен, что 
позволяет легко осуществлять различные генные модифи-
кации. Благодаря этим достоинствам D. rerio часто исполь-
зуют для изучения функций генов, а также в исследовани-
ях в области биологии развития позвоночных. Поскольку 
биохимические процессы и функциональная активность 
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белков в клетках рыбы имеют много общего с процессами 
и активностью белков в клетках млекопитающих, D. rerio 
успешно применяют для моделирования человеческих за-
болеваний, а также скрининга лекарственных препаратов 
и тестирования токсичности соединений на стадии докли-
нических испытаний.

За последние годы на основе рыбы D. rerio было смоде-
лировано много заболеваний. В качестве примеров можно 
привести острый лимфобластный лейкоз [1–3], меланому 
[4, 5], мышечную дистрофию [6], сахарный диабет [7], забо-
левания различных органов, включая сердце [8–10], почки 
[11, 12], заболевания центральной нервной системы [13, 
14], в том числе ишемию головного мозга [15, 16]. Исполь-
зуя такие модели, можно исследовать, как влияют разные 
химические соединения на изучаемый физиологический 
или патологический процессы. В самом простом вариан-
те тестируемое соединение может быть добавлено непо-
средственно в воду, поскольку вещество попадет в кровь 
животного через жабры. Однако большинство исследова-
ний проводят на мальках D. rerio, поэтому эффективную 
доставку вещества в организм можно осуществить напря-
мую с помощью его инъекции в желточный мешок эмбри-
она. Например, в ряде работ таким образом исследовали 
кардиотоксичный эффект некоторых препаратов (аспи-
рин, кломипрамин, нимодипин, верапамил и др.) [17, 18]. 
Кроме этого, в мальков можно инъецировать метаболи-
ты, которые в норме участвуют в различных биохимичес-
ких процессах, как, например, глюкоза, которую вводили 
в эмбрион в многократном избытке для изучения профиля 
экспрессии генов, вовлеченных в метаболизм углеводов 
[19]. Кроме молекул различных веществ в мальков D. rerio 
инъецировали клетки других организмов: бактериальные 
клетки для наблюдения за развитием инфекции [20–22] и 
даже клетки млекопитающих для исследования роста опу-
холей определенного вида [23, 24].

Исследования физиологических и патологических 
процессов in vivo вышли на новый уровень с появлением 
генетически кодируемых биосенсоров на основе флуорес-
центных белков. Каждый такой биосенсор представляет 
собой химерную белковую молекулу, которая, как прави-
ло, состоит из сенсорной и флуоресцентной частей. Сен-
сорный домен чувствителен к изменению определенного 
биологического параметра, например внутриклеточной 
концентрации интересующего соединения. При этом флуо-
ресцентная часть биосенсора позволяет визуализиро-
вать взаимодействие сенсорного домена и соединения и 
интерпретировать полученный сигнал. Такие биосенсоры 
кодируются геном, который можно внести в любой живой 
организм. Главное преимущество этого подхода заключа-
ется в том, что регистрацию интересующего параметра 
можно осуществлять в живом объекте в режиме реаль-
ного времени [25]. Во многих случаях генетически коди-
руемые биосенсоры являются безальтернативным мето-
дом исследования сложных биологических процессов. 
Флуоресцентные биосенсоры неоднократно применяли в 
модельном объекте D. rerio, в том числе для изучения про-
цессов эмбриогенеза [26], воспаления [27], регенерации 
органов [28].

В настоящей работе мы впервые протестировали гене-
тически кодируемый биосенсор SoNar [29] для регистра-
ции цитоплазматического окислительно-восстановитель-
ного статуса никотинамидадениндинуклеотида (НАД(Н)) в 
тканях D. rerio. Соотношение окисленной формы (НАД+) 
и восстановленной (НАДН) имеет важнейшее значение 
не только для энергетического метаболизма клетки, но и 

регуляции многих сигнальных каскадов [30–32]. Мы также 
установили, как соотношение НАД+/НАДН изменяется в 
желточном мешке и теле эмбриона D. rerio при инъекции 
таких важных метаболитов, как лактат и пируват.

Биосенсор SoNar [29] был создан на основе бактери-
ального белка T-Rex из Thermus aquaticus, который яв-
ляется важным регулятором транскрипции некоторых 
ферментов в ответ на изменение внутриклеточного соот-
ношения НАД+/НАДН. В подвижную область этого белка 
был интегрирован флуоресцентный белок cpYFP. Конфор-
мационные изменения, которые происходят при связыва-
нии белком T-Rex НАД+ или НАДН, передаются на флуо-
ресцентный белок, изменяя его спектральные свойства 
(рис. 1). Для спектра возбуждения флуоресценции SoNar 
характерно наличие двух пиков в области 420 и 490 нм, 
при этом для сенсора характерен один пик эмиссии с мак-
симумом 518 нм. Сигнал биосенсора рассчитывается как 
соотношение значений интенсивности флуоресценции, не-
зависимо возбуждаемой при 420 и 490 нм (F

420
/F

490
) [29]. 

Таким образом, сигнал имеет рациометрический характер, 
что особенно важно при работе in vivo, поскольку позво-
ляет избежать артефактов, связанных с разным уровнем 
экспрессии сенсора в разных клетках, подвижностью объ-
екта и изменением его формы, толщиной тканей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Рыбы Danio rerio линии AB/TL содержались в специально 
оборудованном помещении при 26,5 °С с заданным режи-
мом день–ночь 12 : 12. Все эксперименты над животными 
осуществляли в соответствии с Хельсинкской деклараци-
ей Всемирной медицинской ассоциации. Для получения 
потомства родительских особей D. rerio за 4 ч до заверше-
ния светового дня попарно отсаживали в отдельные кон-
тейнеры, содержавшие по 500 мл среды Е3. С наступлени-
ем светового дня собирали икру животных.

Для получения мальков D. rerio, экспрессирующих в 
тканях нужные генетически кодируемые биосенсоры (в 
работе использовали биосенсоры SoNar [29] и SypHer-2 
[33]), мы нарабатывали in vitro их мРНК, используя ком-
мерческий набор mMessage mMachine SP6 Transcription kit 

Рис. 1. Спектр возбуждения флуоресценции белкового препарата биосен-
сора SoNar. Для спектра возбуждения флуоресценции характерно наличие 
двух пиков с максимумами 420 и 490 нм. При добавлении к белку НАДН 
в его спектре происходит увеличение интенсивности в области 420 нм и, 
наоборот, уменьшение в области 490 нм. В присутствии НАД+ возрастает 
интенсивность в области 490 нм. Для биосенсора SoNar характерно нали-
чие одного пика эмиссии флуоресценции с максимумом в области 518 нм
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Рис. 2. Динамика изменения соотношения НАД+/НАДН и рН в тканях однодневных эмбрионов D. rerio до и после инъекции в желточный мешок растворов 
пирувата и лактата. (А и Г) Фотографии фрагментов тела малька D. rerio до и после инъекции 1 нл 200 мМ раствора лактата (А) и пирувата (Г). Фотографии 
раскрашены в псевдоцвета, которые соответствуют значению сигнала биосенсора SoNar (F

420
/F

490
). Области 1 и 2, отмеченные белым кругом на первой фо-

тографии, обозначают участки на теле малька, в пределах которых регистрировалось изменение F
420

/F
490

. На других рыбах выбирали аналогичные области. 
(Б и Д) Динамика изменения соотношения НАД+/НАДН, регистрируемая с помощью биосенсора SoNar, в желточном мешке (красная линия) и теле (черная 
линия) малька D. rerio до и после инъекции растворов лактата (Б) и пирувата (Д). (В и Е) Динамика изменения рН, регистрируемая с помощью биосенсора 
SypHer2, в желточном мешке (красная линия) и теле (черная линия) малька D. rerio до и после инъекции растворов лактата (В) и пирувата (Е). На всех гра-
фиках (Б, В, Д, Е) планки погрешностей соответствуют стандартному отклонению среднего значения. График (Б) построен по результатам, полученным на 
10 животных; график (Д) построен по результатам, полученным на 11 животных; графики (В) и (Е) построены по результатам, полученным на 6 животных 
для каждого

(Ambion, США). Далее 1 нл мРНК интересующего биосен-
сора с концентрацией 0,1 мкг/мкл инъецировали в жел-
точные мешки эмбрионов рыб на стадии одной клетки с 
помощью микроинъектора Eppendorf Microinjector 5242. 
Инъецированные эмбрионы далее содержали в чашках 
Петри при 26,5 °С в комнате с заданным режимом день–
ночь 12 : 12. Через 24 ч после микроинъекции эмбрионы 
скринировали под флуоресцентным микроскопом и отби-
рали флуоресцирующих. Перед микроскопией отобран-
ные эмбрионы вручную извлекали из хорионов, обездви-
живали в 0,02 % растворе трикаина и заключали в капле 
1,5 % легкоплавкой агарозы. Растворы метаболитов (лак-
тата натрия и пирувата натрия) инъецировали в желточные 
мешки обездвиженных мальков в объеме 1 нл раствора 
концентрацией 200 мМ. Предварительно в экспериментах 
регистрировали исходные значения сигналов биосенсо-
ров в выбранных областях каждой особи.

Микроскопию рыб проводили с помощью широкополь-
ного флуоресцентного микроскопа Leica DM6000 (Leica, 
Германия), оснащенного объективом HC PL FLUOTAR 
10.0*0.30 DRY. Для возбуждения флуоресценции исполь-

зовали фильтры CFP BP436/20 и GFP BP470/40 (Leica). 
Режим съемки составлял 1 кадр в минуту.

Обработку изображений данных, полученных с помо-
щью микроскопа, выполняли с помощью программного 
обеспечения ImageJ (NIH). Построение графиков динамики 
изменения сигнала сенсоров и статистическую обработку 
данных в каждой временной точке проводили с помощью 
программы OriginPro 8.6 (OriginLab, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Мы протестировали работу генетически кодируемого био-
сенсора SoNar [29] для регистрации соотношения НАД+/
НАДН в тканях рыбы D. rerio. Для этого мы наработали 
мРНК биосенсора и инъецировали ее в желточные меш-
ки эмбрионов рыб на стадии одной клетки. Через сутки 
с помощью флуоресцентного микроскопа мы отобрали 
флуоресцирующих особей для дальнейшей микроскопии. 
Регистрацию флуоресценции SoNar проводили в двух не-
зависимых каналах микроскопа, возбуждение флуорес-
ценции в каждом из которых соответствует двум пикам 

А Г

Б Д

В Е
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биосенсора в его спектре возбуждения флуоресценции 
(рис. 1). Для этого мы получали изображение рыбы с воз-
буждением флуоресценции при 420 нм (F

420
) и отдель-

но — изображение этой же рыбы при возбуждении флуо-
ресценции в области 490 нм (F

490
). Далее с помощью про-

граммного обеспечения ImageJ мы делили изображе-
ния двух каналов друг на друга и в результате получали 
изображение рыбы, которое раскрашивали в псевдо-
цвета, соответствующие значениям соотношения F

420
/F

490
 

(рис. 2, A, Г). Далее с помощью программы ImageJ на теле 
малька выбирали области, для которых производили рас-
четы. Графики, которые отображают в отмеченных облас-
тях динамику изменения соотношения F

420
/F

490
, строили с 

помощью программы OriginPro 8.6.
Для регистрации динамики изменения соотношения 

НАД+/НАДН с помощью биосенсора SoNar в тканях маль-
ка D. rerio мы использовали пируват и лактат. Известно, 
что метаболическая пара лактат/пируват находится в рав-
новесии со свободными формами НАД+/НАДН в цитоплаз-
ме клеток благодаря реакции, катализируемой ферментом 
лактатдегидрогеназой [34, 35]. Поэтому в желточные меш-
ки 10 эмбрионов D. rerio мы инъецировали по 1 нл 200 мМ 
раствора лактата натрия и других 11 мальков — также по 
1 нл 200 мМ раствора пирувата натрия. Во всех случаях 
мы предварительно регистрировали в динамике сигнал 
биосенсора в тканях до инъекции. Стартовое значение 
сигнала биосенсора мы приравнивали к 1. После инъ-
екции мальков как можно быстрее вновь помещали под 
флуоресцентный микроскоп и возобновляли съемку при 
тех же настройках. В случае с инъекцией лактата в жел-
точном мешке и теле эмбриона наблюдалось значительное 
увеличение сигнала F

420
/F

490
, что свидетельствовало о вос-

становлении пула НАД(Н) (рис. 2, Б). Одинаковую динамику 
изменения сигнала биосенсора в различных областях тела 
животного можно объяснить быстрой доставкой веществ 
из желточного мешка в другие органы. Сигнал достигал 
своего максимального значения уже через 5 мин с мо-
мента инъекции, после чего снижался примерно до своего 
первоначального значения в течение 30 мин, поскольку 
лактат метаболизировался клеточными системами. При 
инъекции в желточные мешки эмбрионов рыб раствора 
пирувата мы ожидали увидеть обратный эффект. Однако 
сигнал биосенсора SoNar (F

420
/F

490
) уменьшился лишь в 

желточном мешке мальков, в то время как в теле животных 
он даже незначительно возрастал (рис. 2, Д). Это означает, 
что при инъекции пирувата в разных органах малька рыбы 
происходят противоположно направленные окислитель-
но-восстановительные события с внутриклеточным пулом 
НАД(Н): окисление в желточном мешке и незначительное 
восстановление в теле эмбриона.

Транспорт лактата и пирувата в клетки может сопро-
вождаться изменением значения рН, поскольку осущест-
вляется в симпорте с Н+ [36, 37]. Из-за структурных осо-
бенностей хромофора флуоресцентные белки чувстви-
тельны к изменениям рН окружения [38]. Чтобы оценить 
возможное влияние рН на динамику изменения сигнала 
SoNar в нашем эксперименте, в качестве контроля мы ис-
пользовали биосенсор SypHer2, ранее разработанный в 
нашей лаборатории для регистрации рН [33]. Мы получили 
мРНК биосенсора SypHer2 и провели аналогичную серию 
экспериментов. Инъекции растворов лактата и пирувата 
не вызывали изменений рН в теле мальков. В желточном 
мешке оба метаболита вызывали лишь незначительное 
повышение рН, процесс развивался медленно в течение 
примерно 20 мин с момента инъекции (рис. 2, В, Е).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты позволяют заключить, что генети-
чески кодируемый биосенсор SoNar для регистрации ди-
намики изменения соотношения НАД+/НАДН успешно мо-
жет быть использован в исследованиях на моделях рыбы 
D. rerio. Этот важнейший биологический параметр может 
сильно изменяться при разнообразных патологических 
состояниях клеток. Используя модель определенного за-
болевания на рыбе D. rerio, конкретные ткани или клетки 
которой экспрессируют биосенсор SoNar, можно эффек-
тивно оценивать влияние различных веществ на соотно-
шение НАД+/НАДН и, следовательно, на изучаемый пато-
логический процесс.

Мы наблюдали, что инъекция лактата в желточный 
мешок эмбриона D. rerio приводит к значительному и од-
новременному восстановлению пула НАД(Н) во всех тка-
нях организма рыбы. Однако инъекция пирувата вызвала 
окисление пула НАД(Н) лишь в желточном мешке, в то вре-
мя как в теле эмбриона наблюдалось даже незначитель-
ное восстановление. В одной из недавних работ на модели 
D. rerio исследовали роль окислительно-восстановитель-
ных процессов при эмбриогенезе. Было показано, что 
мощное окисление происходит с момента начала стадии 
гаструлы, которое уменьшается лишь к достижению маль-
ком возраста 3 дней. В этой работе было показано, что 
окислительный стресс играет ключевую роль в развитии 
некоторых органов в ходе эмбриогенеза [26]. Можно пред-
положить, что мы не увидели значительного окисления в 
тканях тела эмбриона рыбы после инъекции пирувата, по-
скольку на этой стадии развития в тканях эмбриона многие 
окислительно-восстановительные процессы уже смещены 
в сторону окисления. Примечательно, что в приведенной 
нами статье, в которой исследовали окислительно-вос-
становительные процессы при эмбриогенезе, наименьший 
уровень активных форм кислорода, в частности перокси-
да водорода, наблюдался в желточном мешке, в котором 
мы как раз наблюдали динамику окисления НАД(Н) после 
инъекции пирувата. Незначительное восстановление пула 
НАД(Н) в теле малька при этом можно объяснить влиянием 
компенсаторных биохимических процессов. 

Альтернативное объяснение состоит в том, что в жел-
точном мешке пируват восстанавливается до лактата, что 
подтверждается падением концентрации НАДН, но в тело 
малька предпочтительнее транспортируется именно лак-
тат, благодаря чему мы регистрировали изменение сиг-
нала биосенсора в сторону незначительного роста кон-
центрации НАДН. Однако подтверждение этих гипотез 
требует проведения отдельного исследования.

ВЫВОДЫ

В нашей работе мы впервые показали, что генетически 
кодируемый биосенсор SoNar для регистрации соотноше-
ния НАД+/НАДН может быть использован в тканях D. rerio. 
Инъекция лактата в желточный мешок однодневных эм-
брионов рыб приводит к быстрому восстановлению пула 
НАД(Н) во всех тканях животного, таким образом, пул ве-
ществ в желточном мешке хорошо сообщается с другими 
тканями. Инъекция пирувата вызвала окисление лишь в 
желточном мешке, в то время как в теле малька наблюда-
лось незначительное восстановление. Используя биосен-
сор SypHer2, мы установили, что при инъекции пирувата и 
лактата незначительные изменения рН происходят только 
в желточном мешке.
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НОВАЯ БИОЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ СИСТЕМА ГРИБОВ: ПЕРСПЕКТИВЫ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В МЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

A BIOLUMINESCENT SYSTEM OF FUNGI: PROSPECTS FOR APPLICATION 
IN MEDICAL RESEARCH 

Биолюминесценция — это химическое окисление небольшой молекулы люциферина кислородом воздуха под дей-
ствием белка люциферазы, которое сопровождается эмиссией кванта света в видимой области спектра. На основе 
этой реакции были разработаны различные методы биолюминесцентного имиджинга — получения изображения в 
живом организме. Они активно используются в медицинских исследованиях. Однако недостатком существующих 
люминесцентных систем является необходимость добавления люциферина извне перед каждым экспериментом. В 
настоящей работе обсуждается возможность разработки автономной люминесцентной системы эукариот на основе 
биолюминесцентной системы высших грибов.

Bioluminescence is chemical oxidation of a small luciferin molecule by air catalyzed by luciferase and accompanied by the 
emission of photons in the visible spectrum. This reaction is used in bioluminescent bioimaging, the method for the visualization 
of organism’s interior. Bioimaging is a popular tool used in medical research. However, it has an unfortunate drawback: it requires 
introduction of external luciferin to the system before every experiment. In this work we discuss a possibility of developing an 
autonomous luminescent system in eukaryotes based on the bioluminescent system of higher fungi. 
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Среди живых существ встречаются тысячи видов, способ-
ных к излучению света. Такие виды называются биолюми-
несцентными. Большинство из них обитает на глубине мо-
рей и океанов, однако и на поверхности распространены 
светящиеся насекомые, черви, грибы. В процессе биолю-
минесценции происходит химическое окисление неболь-
шой молекулы люциферина кислородом воздуха под дейс-
твием белка люциферазы: квант света в видимой области 
спектра является одним из продуктов этой реакции. На ее 
основе были разработаны различные методы биолюми-
несцентного имиджинга (получения изображения в живом 
организме), нашедшие свое применение в области меди-
цинских исследований, в особенности при изучении опу-
холевых заболеваний, и разработке лекарственных пре-
паратов. В последние годы биоимиджинговые технологии 
становятся все более популярными ввиду беспрецедент-
ной чувствительности при получении изображения в жи-
вом организме (вплоть до нескольких отдельных клеток).

Среди природного разнообразия уникальных пар «лю-
циферин–люцифераза» (по разным оценкам, их около 40 
[1]) реальное применение пока находят только хорошо изу-
ченные биолюминесцентные системы, а именно: система 
на основе D-люциферина светляка, бактериальная и це-
лентеразиновая системы. При этом каждому люциферину 
соответствует набор «комплементарных» люцифераз из 
разных организмов. Например, для D люциферина из-
вестны около 30 природных люцифераз, для целентерази-
на — около 15 люцифераз и 8 фотопротеинов (стабильных 
субстрат-белковых комплексов) [2]. Как только становится 
известна аминокислотная последовательность природной 
люциферазы, появляется принципиальная возможность 
поместить кодирующий ее ген в другой организм и таким 
образом добиться экспрессии данного белка в изучаемых 
клетках. При добавлении люциферина извне нужные клет-
ки будут люминесцировать, что и можно будет зафикси-
ровать как аналитический сигнал. Помимо биоимиджинга 
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тканей и клеток возможен имиджинг отдельных органелл и 
даже межклеточных/межбелковых взаимодействий. А при 
условии одновременного использования разных люцифе-
ринов, их функциональных аналогов и разных люцифераз 
(как природного типа, так и мутантных) возможности имид-
жинга возрастают многократно — становится реальным 
проведение мультицветовых исследований [3–6].

Биолюминесцентные методы в медицине

Самое широкое распространение в медицинских иссле-
дованиях получила биолюминесцентная реакция D люци-
ферина светляка. Ее особенность в том, что она проходит 
только в присутствии кофактора аденозинтрифосфата 
(АТФ). Поэтому получение биолюминесцентного сигнала 
возможно только в условиях наличия АТФ, что позволяет 
однозначно определять концентрацию АТФ с помощью 
биолюминесценции. Поскольку в клетках АТФ работает 
как универсальный энергоноситель, то измерение его кон-
центрации помогает оценить их метаболический потенци-
ал, а также цитотоксичность различных препаратов или их 
влияние на пролиферацию клеток [7]. В то же время для 
работы бактериальной биолюминесцентной системы необ-
ходимо наличие таких кофакторов, как флавиномононук-
леотид (ФМН) и никотинамидадениндинуклеотид (НАДН). 
Эта особенность используется для разработки аналити-
ческих методов биолюминесцентного определения НАД(Ф)
Н, дегидрогеназ и, соответственно, различных метаболи-
тов, окисление которых сопровождается восстановлением 
НАД+ до НАДН: малата, сорбита, этанола и т. д. Совмест-
ное применение светляковой и бактериальной люминес-
центных систем позволяет создавать метаболические кар-
ты опухолевых тканей и находить возможные подходы к 
лечению опухолей [8–10].

Безусловно, наиболее полную картину развития рако-
вого заболевания позволяют получить опухолевые модели 
in vivo. Следить за метастазированием клеток и ангиогене-
зом, а также ответом на лечение в глубоких тканях можно 
с использованием имиджинговых технологий, таких как 
МРТ, ПЭТ, радиография и др. По сравнению с традици-
онными методами биолюминесцентный имиджинг гораздо 
более предпочителен ввиду высокой чувствительности. 
Возможно даже получение трехмерных изображений [11].

Для неинвазивного имиджинга опухолей используют, 
как правило, люциферазы Photinus pyralis, Pyrophorus 
plagiophtalamus (совместно с D-люциферином) и люци-

феразы Renilla reniformis и Gaussia princeps (совместно с 
целентеразином). В последнее время становится попу-
лярным применение небольшой люциферазы NanoLuc, 
которая работает с синтетическим люциферином фури-
мазином [12]. Помимо люцифераз также часто использу-
ют конъюгаты люцифераз с флуоресцентными белками и 
квантовыми точками с целью смещения сигнала в более 
красную область спектра по BRET-механизму, что актуаль-
но для получения изображений в глубоких тканях [13, 14].

Еще одним направлением применения биолюминес-
ценции в исследованиях рака является фотодинамическая 
терапия опухолей с помощью квантовых точек. Фотосенси-
билизатор, обладающий значительным цитотоксическим 
эффектом на опухолевые клетки, находящиеся в глубоких 
тканях, может быть эффективно активирован светом от 
люциферазы по BRET-механизму [15, 16].

Люминесцентная система высших грибов — новая 
альтернатива

Существенным недостатком люминесцентных систем, 
применяемых для биоимиджинга в опухолевых исследо-
ваниях, является необходимость добавления люциферина 
извне перед каждым экспериментом. Единственная до-
ступная на данный момент автономная люминесцентная 
система бактерий, состоящая из оперона luxCDABE, не 
может широко применяться из-за высокой токсичности. 
Изначально достаточно долго не удавалось провести экс-
прессию бактериальной системы в клетках эукариот, одна-
ко после полномасштабной перестройки бактериального 
оперона биолюминесценция в клетках дрожжей и чело-
века стала возможной, но только при условии добавле-
ния люциферина извне [17]. И лишь в 2010 г. после до-
полнительной реорганизации генов в опероне впервые 
были получены автономно люминесцентные клетки чело-
века [18].

На данный момент бактериальная люминесцентная 
система все еще непопулярна для применения в эукарио-
тических клетках. Тем более, что, скорее всего, для ее пе-
реноса в другой организм потребуются такие же обшир-
ные манипуляции с опероном, которые были проделаны в 
случае первичной оптимизации luxCDABE, а именно: изме-
нение регуляторных последовательностей, последователь-
ности генов в опероне и создание дополнительных линкер-
ных участков. Поэтому задача по разработке автономно 
люминесцентной системы по-прежнему актуальна.

Схема биосинтеза люциферина светящихся высших грибов
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Для применяемых на данный момент люциферинов 
(D-люциферин, целентеразин) задача пока выглядит не-
решаемой, поскольку нет четкого представления о путях 
биосинтеза этих молекул в живом организме. В то же вре-
мя относительно недавно стала известная структура лю-
циферина высших грибов — 3-гидроксигиспидина [19], и 
был подробно изучен механизм его билюминесценции [20]. 
Биосинтетическим прекурсом люциферина в грибах яв-
ляется кофейная кислота. Из нее люциферин получается 
в две стадии: сначала из производных кофейной кислоты 
каффеоила-СoA и малонила-СoA под действием полике-
тидсинтазы образуется гиспидин [21], который затем в све-
тящихся грибах под действием гидроксилазы превращает-
ся в люциферин (рисунок).

Кофейная кислота — это широко распространенный 
вторичный метаболит растений. Перенос генов белков, от-
ветственных за синтез и свечение люциферина, из грибов 
в другой эукариотический организм (в частности, в клетки 
растений) представляется гораздо более реалистичной за-
дачей, чем работа с прокариотическими генами бактерий. 
Однако, на наш взгляд, существует также и принципиаль-
ная возможность получения на основе генов из люминес-
центной системы грибов автономно светящихся клеток 
не только растений, но и других организмов, например 

дрожжей и млекопитающих. Ферменты, отвечающие за 
биосинтез кофейной кислоты из L-тирозина в две стадии, 
известны (PAL фенилаланинаммиаклиаза и С4H цинна-
мат-4-монооксигеназа), как и кодирующие их гены (sam8 
и sam5 соответственно) [22]. Присоединение их к кластеру 
генов люминесцентной системы грибов позволит создать 
первую полноценную автономную биолюминесцентную 
систему, подходящую для биомиджинга в эукариотических 
организмах. 

  
ВЫВОДЫ

Широко применяемые сегодня для изучения механизмов 
распространения и путей лечения различных заболеваний 
методы биолюминесцентного имиджинга обладают рядом 
неоспоримых достоинств по сравнению с остальными, 
главным из которых является сверхвысокая чувствитель-
ность. Однако недостатком всех используемых люми-
несцентных систем является необходимость добавления 
субстрата (люциферина) извне для проведения анализа. 
Разработка автономной люминесцентной системы эукари-
от на основе кассеты генов биолюминесцентной системы 
высших грибов является перспективным возможным ре-
шением этой проблемы.
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РАЗРАБОТКА МЕРОПРИЯТИЙ ПО РЕАБИЛИТАЦИИ ПАЦИЕНТОВ 
С ПОВРЕЖДЕНИЕМ НИЖНЕГО АЛЬВЕОЛЯРНОГО НЕРВА

REHABILITATION OF PATIENTS WITH INFERIOR ALVEOLAR NERVE 
INJURIES 

Cреди повреждений костей лицевого скелета переломы нижней челюсти встречаются часто. Наиболее 
распространенной локализацией переломов нижней челюсти при которых происходит травма нижнего альвеолярного 
нерва (НАН), являются угол и тело, в толще которых проходит НАН. Пациенты челюстно-лицевых стационаров имеют 
низкую медицинскую и социальную грамотность, поэтому целью исследования явилось повышение эффективности 
лечения больных с переломами нижней челюсти, сопровождающимися травмой НАН, путем внедрения нового 
комплекса фармакологических препаратов — Мексикора и Комбилипена, ранее не использовавшихся в челюстно-
лицевой хирургии, и медико-социальных мероприятий, направленных на формирование мотивации к ведению 
здорового образа жизни у пациентов.

Mandibular fractures are a common type of injuries of the facial bones. Most of them affect the angle and body of the mandible 
in the areas innervated by the inferior alveolar nerve (IAN). Inpatients of maxillofacial units often lack health literacy; therefore, 
the aim of our study was to improve the effect of treatment in patients with mandibular fractures and IAN injuries by motivating 
patients toward a healthy lifestyle and by pioneering the use of therapeutic agents Mexicor and Combilipen in the standard 
regimen.
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В последние годы отмечается увеличение количества 
больных с травмами костей лицевого скелета, характе-
ризующимися в основном множественными переломами 
и сочетанными повреждениями и полученными в резуль-
тате дорожно-транспортных происшествий, противоправ-
ных действий третьих лиц, спортивных соревнований и 
др. [1]. Переломы нижней челюсти среди них составляют 
по данным зарубежных и отечественных авторов до 87%, 
практически во всех случаях наблюдается поврежде-
ние нижнеальвеолярного нерва (НАН) [2, 3]. Травма НАН 
происходит вследствие ушиба, растяжения, сдавления 
костными фрагментами нижней челюсти. В результа-
те травмы растяжение отмечается в 70,1%, контузия 
(ушиб) — в 16,8%, неполный разрыв — в 12,5% и 
полный разрыв — в 0,6% случаев [4]. При повреждении 
НАН выделяют субклиническую, легкую, среднюю, средне-
тяжелую и тяжелую степени повреждения [5, 6]. 
Независимо от вида повреждения периферического нерва 

наблюдаются нейротрофические изменения в тканях, 
которые он иннервирует: нарушение процессов 
остеорепарации в зоне перелома, дефицит чувствитель-
ности в зоне иннервации. Во всех случаях отмечается 
болевой синдром, который является основным проявле-
нием этого вида патологии [7, 8]. Коррекция нарушений 
здоровья у данной категории пациентов проводится в 
челюстно-лицевых стационарах и кабинетах реаби-
литации, существующих при них, после выписки из 
стационара. Коррекция включает хирургические меро-
приятия в виде иммобилизации костных фрагментов и 
накостного остеосинтеза при наличии выраженного 
смещения костных фрагментов и консервативную медика-
ментозную терапию [9, 10, 11, 12, 13].

Кроме того, показана необходимость проведения не 
только мероприятий по медицинской реабилитации у 
больных с переломами нижней челюсти, но и социаль-
но-психологических мероприятий, направленных на 
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формирование мотивации у больных к ведению здорового
образа жизни и повышение медицинской грамотности 
[14, 15].

Несвоевременная диагностика, отложенная им-
мобилизация или показанное оперативное лечение, 
неэффективная медикаментозная терапия, несоблюдение 
пациентом рекомендаций и отсутствие стремления к 
здоровому образу жизни способствуют возникновению 
необратимых изменений НАН. Такие изменения приводят 
к нарушению консолидации костных фрагментов, разви-
тию воспаления, утрате чувствительности и двигательной 
способности мышц в зоне иннервации нерва. Все это 
обусловило необходимость разработки мероприятий 
комплексной реабилитации данной категории пациентов.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследовании участвовали 212 мужчин. Критерии 
включения: возраст от 19 до 63 лет, наличие односторон-
них переломов нижней челюсти, отсутствие выраженных 
сопутствующих заболеваний, поступление в стационар 
ГКБ №1 им. Н. И. Пирогова, г. Москвы в период 2011–
2016 гг. в первые сутки от момента получения травмы. 
Критерии исключения: наличие выраженных сопутствую-
щих соматических заболеваний, воспалительных явлений 
и множественных переломов нижней челюсти. Все 
пациенты, подписывали информированное согласие, 
дизайн исследования одобрен на заседании этическо-
го комитета РГМУ им Н. И. Пирогова, протокол №107 от 
18.04.2011 г. После выписки из стационара наблюдение 
проводилось в кабинете реабилитации амбулаторных 
пациентов. В процессе лечения проводилось анкетирова-
ние с целью выявления медико-социальных характеристик 
пациентов, работа с психологом.

Всем больным при поступлении проводили иммобили-
зацию ортопедическими конструкциями, по показаниям
выполняли удаление зубов из щели перелома. При 
подозрении на черепно-мозговую травму назначалось 
обследование у невролога или нейрохирурга, а также для 
исключения и выявления сопутствующей патологии — 
у терапевта, травматолога, оториноларинголога. При 
отсутствии эффекта от двучелюстного шинирования, 
нарушении прикуса, выполняли операцию остеосинтеза 
нижней челюсти с использованием титановых пластин. 
Медикаментозная терапия заключалась в назначении 
антибактериальных препаратов (линкомицин 2,0 мл в/м 
2 раза в день, цефазолин 1 г в/м 2 раза в день) для 
предупреждения воспалительных осложнений, анальгети-
ков (Диклофенак 2,0 мл в/м 2 раза в день), использовании 
медикаментозных средств, назначенных другими специа-
листами, орошения полости рта растворами антисептиков. 

Пациенты были распределены на 2 группы. В 
контрольную группу входили 86 пациентов. Для лечения 
им были назначены неостигмина метилсульфат (Прозе-
рин, Дальхимфарм, Россия) по 1 мл 0,5%-го раствора в 
течение месяца, цианокобаламин по 500–1000 мкг 
чередовали с 5%-м раствором тиамина хлорида по 3 мл, 
15–20 инъекций, дибазол по 0,005 г внутрь в течение 
месяца. В основную группу входили 126 человек. В состав 
комплексной терапии им были назначен препараты пири-
доксин + тиамин + цианокобаламин + [лидокаин] (Комбили-
пен, ОАО Фамстандарт – УфаВИТА, Россия) и этилметил-
гидроксипиридина сукцинат (Мексикор, ЭкоФармИнвест, 
Россия).

Этилметилгидроксипиридина сукцинат применяли в 
дозировке 150 мг, согласно инструкции, внутримышечно 
2 раза в день в течение 14 дней. В дальнейшем препарат 
применялся в капсулах по 100 мг 2 раза в день в течение 
21 дня.

Комбилипен применяли в ампулах по 2 мл внутри-
мышечно 1 раз в день в течение 10 дней. В дальнейшем 
препарат применяли 3 раза в неделю в течение 3 недель.

Согласно классификации степени тяжести повреж-
дения НАН (Корж А. А., 1989 г.), пациенты основной и 
контрольной групп были разделены на три группы: первую 
группу составили пациенты с легкой степенью тяжести 
повреждения НАН, вторую со средней степенью и в третью 
вошли пациенты с средне-тяжелой и тяжелой степенями.

Для определения эффективности проводимой терапии 
были использованы следующие методы: 

1. Определение локализации и площади нарушения 
иннервации, для определения зон электровозбудимости 
кожи нижней губы и подбородка на стороне повреждения. 

Для более точного определения локализации зоны 
гипо- и парестезии, а также для аргументированной 
интерпретации результатов проводимой послеопераци-
онной терапии была спользована схема: для построения
условных квадрантов на лице пациента отмечали три 
точки: середина расстояния от нижней губы до выступа-
ющей части подбородка — точка А, середина расстоя-
ния от угла рта до края нижней челюсти — точка В, при 
соединении этих точек образуется горизонталь. Точка С 
располагалась на середине расстояния половины нижней 
губы. Вертикаль, опущенная из точки С, пересекала гори-
зонтальную линию и образовывались 1-я, 2-я, 3-я и 4-я 
условные зоны [16].

Определение тактильной чувствительности проводили 
путем раздражения кожи подбородочной области 
кисточкой или ватным тампоном. При помощи пальпа-
ции исследовали глубокую чувствительность указанной 
области.

Было проведено определение показателей элек-
тровозбудимости кожи на стороне повреждения НАН в 
области нижней губы и подбородка в указанных квадран-
тах. Данное исследование проводили в первые сутки 
после поступления, на 10-й день и на 32–40-й день, в 
момент снятия назубных шин и через 6 месяцев после 
травмы.

Определение показателей электровозбудимости кожи 
нижней губы и подбородка проводили следующим 
образом. Кожу в исследуемой области предварительно 
обрабатывали 70%-м раствором этилового спирта для 
дезинфекции и улучшения электрического контакта. 
Электрод аппарата PARKELL Digitest 2 (Parkell, США) 
прикладывали к симметричным зонам на лице в месте 
иннервации НАН в соответствующих квадрантах. Опре-
деляли минимальную силу тока, при которой появлялось 
первое ощущение у пациента (покалывание, пощипывание 
и т. д.), о котором он сразу сообщал врачу. Электроток 
подавали в импульсном режиме возрастающей силы от 0 
до 160 мкА [17].

Кроме того, объективным критерием распределения 
на подгруппы являлись показатели электровозбудимости 
кожи на стороне повреждения НАН. Для стандартизации 
полученных результатов электровозбудимость измеряли 
в 3-й зоне. Показатели электровозбудимости, измеряемые 
у исследуемых пациентов на здоровой стороне, варьиро-
вали от 25 до 35 мкА. У пациентов с травмой легкой 
степени тяжести показатели электровозбудимости кожи в 
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Таблица 1. Показатели электровозбудимости кожи нижней губы во 2-й и 3-й зоне, на момент поступления, в зависимости от степени тяжести 
повреждения НАН

Зона определения
Степень тяжести повреждения НАН

легкая средняя тяжелая

2 55 ± 1,5 мкА 109,6 ± 3,1 мкА 159,5 ± 4,5 мкА

3 58 ± 1,5 мкА 121,9 ± 3,5 мкА 168,1 ± 4,8 мкА

измеряемых зонах составляли от 35 до 69 мкА, у пациен-
тов с травмой средней степени тяжести — от 70 до 129 мкА,
у пациентов с травмой тяжелой степени — от 130 мкА и 
выше.

2. Изучение социально-гигиенических характеристик 
пациентов.

Более половины пациентов с переломами нижней 
челюсти находилось в алкогольном опьянении при пос-
туплении в приемное отделение. Пациенты — водители 
транспортных средств в 29,8% случаев находились в той 
или иной степени алкогольного опьянения. Результаты 
изучения распространенности вредных привычек показа-
ли, что 38,4% пациентов злоупотребляют алкоголем. Было 
выявлено, что среди неработающих пациентов злоупот-
ребляющих алкоголем в 2,3 раза больше (56,6% против 
24,6%). Отмечено, что лиц с высшим образованием, 
злоупотребляющих алкоголем, достоверно (р < 0,05) 
меньше, чем  пациентов, имеющих среднее или неполное 
среднее образование. Коэффициент корреляции между
злоупотреблением алкоголем и уровнем образования 
составил r = – 0,889 (m = ± 0,114, p < 0,05). Отмечено 
также, что среди анкетированных пациентов курит 70,4%, 
при этом более половины (50,8%) из числа курящих, счита-
ет курение вредной для здоровья привычкой, но не может
с ней справиться. Только 3,4% не считают курение 
вредным для здоровья. 

Проведенное анкетирование показало, что среди 
обследованных 90,0% респондентов наркотические веще-
ства и препараты не принимали ни разу. В то же время 
7,1% пациентов пробовали употреблять наркотики, 1,9% 
больных употребляют их иногда и каждый сотый регуляр-
но. Все они находились в возрасте до 40 лет.

Среди обследованных пациентов с переломами ниж-
ней челюсти 44,2% страдают избыточной массой тела, что 
требует коррекции. Только 13,4% опрошенных контроли-
руют свой вес. Лишний вес и связанное с ним нарушение 
метаболизма веществ приводят к более поздним срокам 
консолидации фрагментов костей челюсти, а наличие 
выраженной жировой клетчатки затрудняет пальпаторную 
и визуальную диагностику переломов и связанную с ними 
деформацию челюстно-лицевой области. В ряде случаев
подкожно-жировая клетчатка пропитывается кровью, 
образуются гематомы, которые инфицируются и нагнаи-
ваются. Коэффициент корреляции между указанными 
признаками составил r = + 0,749 (n = ± 0,114, p < 0,05). 
Только 9,8% больных руководствуются советами врача, 
выполняют назначения по нормализации своей массы 
тела, причем таковых больше среди лиц старшего возрас-
та (возраст более 50 лет). 

Масса тела может свидетельствовать не только о 
характере питания пациента, но и о его отношении к 
физическим нагрузкам. Отмечено, что более половины 
опрошенных (59,8%) ведут малоподвижный образ жизни, 
причем таковых достоверно (p < 0,05) в 2,3 раза больше в 
возрасте старше 50 лет по сравнению с более молодыми 
(74,4% против 31,1%). В целом три четверти наблюдаемых 

пациентов имели минимальную медицинскую активность 
— редко посещали врача при заболеваниях, не участво-
вали в диспансерных и профилактических осмотрах, не 
принимали участие в оздоровительных мероприятиях, не 
считали нужным выполнять назначения врача в полном 
объеме и др. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С помощью аппарата PARKELL Digitest 2 (Parkell, США) 
были получены данные о состоянии порога возбудимос-
ти кожи в исследуемых зонах, которые иннервирует НАН 
на подбородке и нижней губе. Определение показателей 
электроодонтодиагностики не проводили, так как у всех
пациентов на момент исследования в полости рта 
находились назубные металлические шины.

Исследование было проведено в двух группах: группе 
пациентов с переломом нижней челюсти в области угла, 
которым были назначены Мексикор и Комбилипен, и 
группе пациентов, в состав терапии которых не включали 
данные препараты. Исследование проводили на момент 
поступления пациента в стационар, на 10-е сутки и на 32-
40-е сутки, а также по истечении 6 месяцев после травмы.

Установлено, что показатели электровозбудимости 
кожи в исследованных зонах были выше во 2 и 3 зонах. 

При повреждениях легкой степени тяжести НАН 
средние значения электровозбудимости составляли 
55 ± 1,5 мкА и 58 ± 1,5 мкА. При этом клинические 
проявления сопровождались чувством «ползания мура-
шек» в области нижней губы на стороне повреждения, сни-
жением чувствительности кожи на стороне повреждения. 
При повреждениях средней степени тяжести значения 
электровозбудимости варьировались от 109,6 ± 3,1 мкА 
до 121,9 ± 3,5 мкА. А при повреждении тяжелой степе-
ни тяжести — от 159,5 ± 4,5 мкА до 168,1 ± 4,8 мкА, что 
свидетельствует о большем нарушении чувствительности 
кожи в данных зонах. Клинические проявления повреж-
дения НАН при повреждениях средней и тяжелой степени 
тяжести проявлялись полной потерей чувствительности 
кожи в данных зонах, отмечались выраженный болевой 
синдром, нарушение работы мимических мышц, нару-
шение чувствительности слизистой оболочки и зубов на 
стороне повреждения. У 18,6% пациентов отмечались 
незначительные зоны парастезии нижней губы и подбо-
родка с другой стороны, за счет того, что часть ветвей 
НАН участвуют в иннервации фронтальной группы зубов, 
образуя общее сплетение.

Результаты исследования показали, что при повреж-
дениях легкой степени тяжести значения электровоз-
будимости в 1-й и 4-й зонах основной группы пациентов 
уменьшились и составили 29,4 ± 1,4 мкА и 27,4 ± 1,5 мкА 
соответственно. Это соответствует показателям электро-
возбудимости на здоровой стороне. Во 2-й и 3-й зонах 
отмечалась тенденция к снижению показателей электро-
возбудимости: они составили 40,1 ± 4,2 мкА и 42,3 ± 4,0 
мкА в основной группе, в контрольной группе значения 
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электровозбудимости уменьшились, но в меньшей степе-
ни и составили в 1-й зоне 35,1 ± 1,4 мкА, во 2-й зоне — 
49,6 ± 4,6 мкА, в 3-й зоне — 50,8 ± 4,6 мкА, 4-й зоне — 
36,2 ± 1,6 мкА.

При повреждениях средней и тяжелой степени тяжести 
в основной группе пациентов также наблюдалось 
снижение значений электровозбудимости кожи на стороне 
повреждения. Эти показатели были в 1,2–1,3 раза ниже по 
сравнению с контрольной группой.

В результате анализа данных электровозбудимости 
кожи в исследованных зонах видно, что при пораже-
ниях легкой степени тяжести показатели в основной и 
контрольной группах равны значениям электровозбудимо-
сти на здоровой стороне. Лишь у 15% пациентов контроль-
ной группы чувство «ползания мурашек» сохранилось, у 
всех остальных пациентов контрольной и основной групп, 
клинические симптомы повреждения НАН купировались.

При повреждениях средней тяжести наиболее высокие 
показатели электровозбудимости отмечались во 2-й и 3-й 
зонах. В среднем они составили 40,5 ± 3,9 мкА и 59,7 ± 3,7 
мкА в основной группе и более высокие показатели были 
в контрольной группе — 65,1 ± 5,4 мкА и 85,7 ± 5,1 мкА. 
Клинические симптомы характеризовались уменьшением 
зоны парестезии у пациентов основной группы по 
сравнению с пациентами контрольной группы. У 25% 
исследуемых пациентов контрольной группы площадь 
парестезии сохранялась на прежнем уровне. 

При повреждениях тяжелой степени тяжести значения 
показателей электровозбудимости кожи в исследуемых
квадрантах в основной группе были в 1,3–1,4 раза 
меньше, чем значения электровозбудимости у пациентов 
контрольной группы. У 73% пациентов контрольной 
группы, клинические симптомы сохранялись на прежнем 
уровне, тогда как в основной группе отмечалась положи-
тельная динамика в виде уменьшения площади паресте-
зии, снижения болевого синдрома. Согласно результатам 
измерений электровозбудимости, проведенным на 32–
40-е сутки лечения, можно сделать вывод, что во всех 
четырех зонах значения электровозбудимости понизились 
у пациентов, в состав терапии которых, входили препа-
раты Комбилипен и Мексикор. Выбор препаратов был не 
случайным: согласно приказу Министерства Здравоохра-
нения №1497н от 24.12.2012 г. «Лечение пациентов при
поражении лицевого нерва» в комплексной терапии 
рекомендовано использовать витамины В1 и В6, В12, а 
также на основании проведенных многочисленных клини-
ческих исследований, которые отражены в отечественной 
и зарубежной литературе, применение антиоксидантных 
препаратов играет важнейшую роль в лечении травмати-
ческих повреждений периферических нервов [18, 19].

Реабилитация больных с переломами нижней челюсти 
включала проведение социально-психологических и 
медицинских мероприятий. Полученные результаты по-
казали, что среди пациентов только половина (47,7%) 
выполнили все лечебные мероприятия в полном объеме, 
32,7% — не выполняли рекомендации врача, а 19,6% — 
выполнили назначения не в полном объеме. 

Среди причин, препятствующих выполнению медицин-
ской реабилитации, пациенты  называли такие, как отсут-
ствие положительного эффекта от назначений (49,3 
случаев), очереди в отделениях больницы и поликлиниках 
(41,2 случаев), неприятные и болезненные ощущения во 
время выполнения медицинских процедур (38,7 
случаев), отсутствие материальных средств для выпол-
нения предложенных методов лечения (37,6 случаев), 

отсутствие мотивации для выполнения рекомендаций (28,4 
случаев), отсутствие доверия к медицинскому персона-
лу (23,0 случая) (в расчете на 100 опрошенных больных). 
Установлено, что почти половина опрошенных из числа 
лиц, не выполнивших программу медицинской реабилита-
ции в полном объеме, назвали от 2 до 3 причин, которые, 
по их мнению, препятствовали проведению полного курса 
лечения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Показатели электровозбудимости кожи в области ин-
нервации НАН в зоне 2 и 3 на момент поступления 
составили: при поражениях легкой степени тяжести — 
55,5 ± 1,5 мкА и 58 ± 1,5 мкА; при поражениях средней 
степени тяжести — 109,6 ± 3,1 мкА и 121,9 ± 3,5 мкА, 
при поражениях тяжелой степени тяжести — 159,5 ± 
4,5 мкА и 168,1 ± 4,8 мкА. Через 10 дней после травмы 
показатели в основной группе уменьшились в 1,2–1,3 
раза, по сравнению с показателями в контрольной группе. 
На 32–40-е сутки значения электровозбудимости соста-
вили: при поражениях средней тяжести 40,5 ± 3,9 мкА и 
59,7 ± 3,7 мкА, а в контрольной группе — 65,1 ± 5,4 мкА и 
85,7 ± 5,1 мкА;  при поражениях тяжелой степени значения 
были в 1,3–1,4 раза меньше, чем в контрольной группе. 
Отмечалось сохранение клинической симптоматики у 73% 
пациентов контрольной группе на прежнем уровне, тогда
как в основной группе наблюдалась положительная 
динамика в виде уменьшения площади парестезии, сниже-
ния болевого синдрома.

Результаты исследования показали, что у пациентов с
поражениями легкой и средней степенями тяжести 
повреждения НАН показатели электровозбудимости не 
превышали значений нормы. Клинические симптомы 
травмы НАН, такие как чувство онемения кожи нижней 
губы, боль при пальпации нижней губы и нарушение чув-
ствительности слизистой на стороне повреждения, полно-
стью купировались.

При повреждениях тяжелой степени тяжести в основ-
ной группе пациентов показатели электровозбудимости во 
всех исследуемых зонах тоже не превышали показатели
нормы. Однако в контрольной группе у 12 пациентов 
показания электровозбудимости были повышены во 2-й 
и 3й зонах и составили 45,1 ± 3,2 мкА и 43,2 ± 3,1 мкА 
соответственно. Это характерно для клинической симпто-
матики, которая проявлялась, чувством онемения и 
ползания «мурашек» во 2-й и 3-й зонах пациентов кон-
трольной группы.

На основании определения показателей электровоз-
будимости кожи подбородка и нижней губы на стороне 
повреждения было выявлено, что площадь участка парес-
тезии в области нижней губы, угла рта, кожи подбородка, 
десен на стороне повреждения, к 32–40 дню уменьшилась 
у 103 пациентов по сравнению с контрольной группой и 
захватывала только две зоны — 2 и 3. Благодаря влия-
нию Мексикора на микроциркуляцию отек мягких тканей 
на стороне повреждения у 74 пациентов, принимавших в 
составе комплексной терапии данный препарат, на 3-й 
день лечения был значительно меньше выражен.

Важнейшим направлением явилась санитарно-про-
светительная работа по внедрению в повседневную жиз-
недеятельность пациентов элементов здорового образа 
жизни. В итоге проведенного исследования было выявле-
но, что ведущей ролью в формировании неблагоприятных 
показателей здоровья у исследуемых является низкий 
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уровень медицинской активности большей части обследо-
ванных. Рекомендации по коррекции медицинской 
активности были направлены на внедрение элементов 
здорового образа жизни и изменение медицинского 
поведения среди пациентов с травмой НАН. Это позволи-
ло увеличить удельный вес пациентов, внедривших прави-
ла рационального питания (с 13,6% до 36,2%), нормализо-
вавших сон (с 16,1% до 30,0%), повысивших физическую 
активность (с 12,6% до 23,2%), отказавшихся от курения 
(11,0%).

ВЫВОДЫ

На основании измерений электровозбудимости, проведен-
ных на 32–40-е сутки лечения, можно сделать вывод, что 
во всех четырех зонах при повреждении средней и тяже-
лой степеней тяжести значения электровозбудимости 
понизились у пациентов, в состав терапии которых входи-
ли препараты Комбилипен и Мексикор.

Площадь парестезии у пациентов основной группы 
также уменьшилась и захватывала только 2 и 3 зоны, тогда 
как в контрольной группе она распространялась на 1, 2 и 
3 зоны. На основании этого можно заключить, что приме-
нение Комбилипена и Мексикора в комплексном лечении
больных с повреждением НАН позволяет ускорить 
регенерацию поврежденного нервного волокна и умень-
шить клинические симптомы повреждения НАН.

Проведение реабилитационных мероприятий по по-
вышению качества жизни и медицинской активности 
положительно способствовало изменению характера ме-
дицинского поведения, нормализации психоэмоциональ-
ного фона, формированию здорового образа жизни. С 
увеличением доли больных, вовлеченных в различные 
виды реабилитации, увеличилась количество пациентов, 
считающих необходимым руководствоваться назначения-
ми врача на 31,2%. Это привело к увеличению в 2,9 раза 
числа больных с повреждениями НАН, восстановивших 
функции челюстно-лицевой области в полном объеме.
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REPAIR OF FRESH INJURIES TO THE ACROMIOCLAVICULAR JOINT 
BY DOUBLE-BINDLE RECONSTRUCTION 

Вывихи акромиального конца ключицы (АКК) составляют более 26% всех вывихов, 11% всех случаев спортивных 
травм, более 10% всех случаев острых травм плечевого пояса, занимая третье место после вывихов в локтевом и 
лучезапястном суставах. Большинство техник оперативного лечения недавно полученных (свежих) повреждений акро-
миально-ключичного сочленения (АКС) не учитывают анатомию и биомеханику сочленения, в связи с чем в послеопе-
рационном периоде у пациентов сохраняется один из возможных в этом сочленении видов нестабильности (гори-
зонтальная или вертикальная нестабильность). Целью нашего исследования было разработать высокоэффективную 
методику оперативного лечения недавно полученных повреждений, позволяющую восстановить функцию АКС в ран-
ние сроки. Представлены результаты оперативного лечения методом малоинвазивной динамической реконструкции 
АКС у 112 пациентов со свежими вывихами АКК. В 111 (99,1%) случаях получен хороший результат. Использование 
предложенного метода позволяет не нарушать биомеханику сочленения, полностью восстановить анатомию и в крат-
чайшие сроки получить хороший функциональный результат. 

Dislocation of the lateral end of the clavicle (LEC) constitutes over 26% of all dislocations, 11% of sports injuries and over 10% 
of acute injuries to the shoulder girdle, ranking 3rd after elbow and wrist joints dislocations. The majority of surgical techniques 
used to repair fresh injuries to the acromioclavicular joint (ACJ) do not account for its anatomy and biomechanics, resulting in 
postoperative instability of the joint in both vertical and horizontal planes. The aim of this study was to propose a highly effective 
technique for the surgical treatment of acute injuries to ACJ ensuring a better recovery of its function. Below we present the 
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Вывихи акромиального конца ключицы (АКК) составляют 
более 26% всех возникающих вывихов [1]. Социальную 
важность повреждения АКК обусловливает тот факт, что 
подавляющее большинство пациентов — это лица, активно, 
в том числе профессионально, занимающиеся спортом, а 
также социально активное население в возрасте от 25 до 
45 лет.

Одной из основных причин неудовлетворительных ис-
ходов лечения недавно полученных вывихов АКК, является 
запоздалая и неполная диагностика. Но даже при ранней 
диагностике вывихов АКК, до сих пор обсуждаются вопро-
сы выбора метода лечения [2]. Рекомендации нередко 
носят не только противоречивый, но и взаимоисключающий 
характер: от признания необходимости восстановительных 

операций в остром периоде травмы, до отказа от опера-
тивного лечения даже в случаях полного вывиха АКК.   

В литературе описано более 200 консервативных и 
оперативных методов лечения вывихов АКК [3]. Это много-
образие обусловлено анатомо-биомеханическими особен-
ностями АКС, выполняющего роль «подвески» верхней 
конечности [4]. Количество неудовлетворительных исходов 
оперативного лечения также остается достаточно высоким,
что во многом связано с использованием давно принятых 
хирургических методик, не учитывающих биомеханику 
сустава [5].

Многие исследования убедительно доказывают, что ос-
новную нагрузку АКС несет клювовидно-ключичная связ-
ка [6]. Как известно, клювовидно-ключичная связка имеет 
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двухпучковую структуру и состоит из двух связок: трапе-
циевидной и конической. Эти связки идут под углом друг 
к другу, формируя уникальный биомеханический комплекс 
АКС [7, 8]. Исходя из этого, считаем, что успехом опера-
тивного лечения при вывихе АКК является восстановление 
обоих пучков клювовидно-ключичной связки. 

В последнее время определились новые пути лечения 
вывихов АКК — с помощью аппаратов внешней фиксации, 
стягивающих устройств с памятью формы, малоинвазив-
ных методов и др. Однако, несмотря на большое многооб-
разие методик оперативного лечения вывихов АКК, выбор 
метода оперативного лечения во многом зависит от пред-
почтений оперирующего хирурга. 

Аппаратные методы фиксации вывихов АКС вызывают 
серьезные неудобства для пациентов. Натяжение спиц 
нередко ведет к неуправляемой гиперкоррекции АКК, что 
способствует рецидиву вывиха. Сложная хирургическая 
техника ограничивает их применение.

Фиксация АКК спицами и проволочной петлей по Weber 
часто приводила к рецидиву вывиха. Типичные осложнения 
этой методики — миграция и деформация спиц, разрыв 
проволоки [9].

Широко распространенный в настоящее время метод 
фиксации АКК крючковидной пластиной  ригиден, высоко 
травматичен, требует повторной операции по удалению 
импланта. Отмечена высокая частота рецидива вывиха 
АКК, миграция и перелом фиксатора [10]. Хроническая 
травматизация акромиального отростка лопатки пластиной 
с выраженным болевым синдромом и ограничением движе-
ний в плечевом суставе нередко создает благоприятные 
условия для возникновения артроза акромиально-клю-
чичного сочленения (18,1%) и развития субакромиального 
импиджмента (8,76–37,5%), остеолиза акромиального 
отростка лопатки (2,56–30,3%), остеоартроза АКС (18,1%) 
[11, 12, 13]. 

Методики фиксации АКК с использованием нитей тоже 
не лишены недостатков: расположение серкляжа в переднем 
отделе клювовидного отростка может привести к непол-
ному вывиху ключицы кпереди, вращательные движения 
ключицы приводят к перерезанию кости нитью, проведение 
нитей связано с большой травматизацией.

Несмотря на преимущества артроскопических операций, 
многие травматологи по-прежнему отдают предпочтение 
давно применяемым методикам стабилизации ключицы, 
так как артроскопические операции требуют от врача 
специальные навыки и техническую оснащенность опера-
ционной. При использовании артроскопической техники
необходимо проведение обширного дебридмента нижней по-
верхности клювовидного отростка, что может привести к до-
полнительному повреждению остатков клювовидно-ключич-
ной связки и нервно-сосудистых структур, расположенных в
данной области. Однако такие методики позволяют точно 
позиционировать туннель в клювовидном отростке лопатки. 

В настоящее время приоритетом в лечении вывиха АКК 
является анатомическое восстановление связочного аппа-
рата АКС [14, 15, 16, 17]. 

На современном этапе развития хирургии АКС остают-
ся предпочтительными малоинвазивные методики [18, 19, 20], 
среди которых одной из наиболее перспективных является 
методика MINAR (Minimally Invasive Acromioclavicular Joint 
Reconstruction) [21]. Данная методика была разработана 
профессором Wolf Petersen с соавторами, работающими 
в госпитале Мартина Лютера в Берлине. При операции 
используются фиксаторы Flipptack (KARL STORZ GmbH 
& Co, Германия) и нити Ethibond 2.0 (Johnson & Johnson 
company, США). Принцип метода заключается в фиксации 
АКК одним пучком, который стабилизирует и удерживает 
дистальный отдел ключицы во вправленном состоянии, 
что в свою очередь создает условия для самостоятельного 
сращения клювовидно-ключичной связки. На клинических 
базах кафедры травматологии, ортопедии и военно-полевой 
хирургии РНИМУ им. Н. И. Пирогова с 2009 г., где приме-
няется данная методика, проведен анализ исходов лече-
ния 156 пациентов. В 78% случаев у пациентов c IV и V 
типами вывиха по классификации Rockwood [22] была 
выявлена сохраняющаяся горизонтальная нестабильность, 
что и подтолкнуло нас на разработку малоинвазивной 
динамической двухпучковой методики реконструкции АКС, 
позволяющей полностью восстановить анатомию АКС, 
замещая обе порции клювовидно-ключичной связки. Це-
лью исследования было разработать современную высо-
коэффективную систему хирургического лечения больных 
с недавно полученными вывихами АКК с использованием 
малоинвазивной реконструкции АКС, направленную на 
быстрое восстановление функции плечевого сустава.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

За период с 2011 по 2017 годы на клинических базах ка-
федры травматологии, ортопедии и военно-полевой хирур-
гии РНИМУ им. Н. И. Пирогова (ГКБ № 1 им. Н. И. Пирогова 
и ГКБ № 64) находились на лечении 112 пациентов со 
свежими повреждениями АКС, которым в ходе опера-
тивного лечения была применена малоинвазивная дина-
мическая двухпучковая реконструкция АКС (патент RU 
2017112434 от 19.10.2017). Критерии включения в иссле-
дование: мужчины и женщины от 18 до 70 лет (табл. 1), 
получившие не более 3–7 дней назад бытовую, спортивную 
травму или травму при ДТП (табл. 2), диагностированную 
клинически, рентгенологически и оцененую по  классифи-
кации вывихов АКК по Rockwood (1984 г.), наиболее полно 
и достоверно отражающей характер повреждения связоч-
ных стабилизаторов и степень смещения акромиального 
конца ключицы (рис. 1). Критерии исключения: мужчины и 
женщины иного возраста, с травмами, полученными более 
3–7 дней назад, не соответствующие другим критериям 

Возраст/Пол                                                            Муж Жен Всего

До 18 лет 2 0 2 (1,8%)

19–30 лет 58 3 61 (54,5%)

31–40 лет 40 2 42 (37,5%)

41–50 лет 4 1 5 (4,5%)

51–60 лет 1 0 1 (0,9%)

61–70 лет 1 0 1 (0,9%)

ИТОГО: 112 112 (100%)

Таблица 1. Распределение больных по полу и возрасту
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Таблица 2. Распределение больных по виду травматизма и механизму 
повреждения

Вид травматизма Механизм травмы Количество пациентов

Бытовой
прямой 19

непрямой 18

Спортивный
прямой 44

непрямой 27

ДТП
прямой 4

непрямой 0

ВСЕГО: 112

включения. Комплексное использование дополнительных 
методов исследования, включая УЗИ, МРТ, КТ, позволяли в 
дооперационном периоде объективно оценить степень 
повреждения, а также оценить послеоперационное тече-
ние (рис. 2).   

Статистический анализ результатов исследования выпол-
няли с помощью статистической программы «Statistica 10».

Техника операции

Основа метода состоит в фиксации ключицы к лопатке 
двумя системами «опорная площадка — нить», расположе-
ние и ход которых повторяют анатомически порции клю-
вовидно-ключичной связки (коническую и трапециевидную 
связки).

1. Формирование кожного разреза и моделирование 
хирургического доступа. Отступив на 2–3 см от акромиаль-
но-ключичного сустава, создавали вертикальный кожный 
разрез по типу «сабельного удара» длиной не более 3 см 
в проекции клювовидно ключичной связки. Линия разреза 
должна захватывать 2/3 ключицы и идти на 1 см кпереди 
от ключицы по направлению к верхушке клювовидного 
отростка. 

2. Тупым и острым путем выполняли расслаивание 
дельтовидной мышцы, пальпировали клювовидный отросток 
в проекции места прикрепления ключично-клювовидной 
связки. Важно отметить, что выполнение отслаивания 
дельтовидной мышцы начинали у самого края ключицы 
вдоль волокон мышцы. Это позволяло в дальнейшем более 
щадящее выполнить остальные хирургические манипуля-
ции. С латеральной стороны под клювовидный отросток 
вводили специальное направляющее устройство, необходи-

мое для последующего высверливания канала в клювовид-
ном отростке лопатки. Конструкция данного направляю-
щего устройства обеспечивала защиту нейроваскулярных 
структур при формировании канала. 

Канал должен быть сформирован в основании клюво-
видного отростка в проекции прикрепления клювовидно-
ключичных связок. От топографии канала зависит наличие 
или отсутствие в дальнейшем подвывиха ключицы кпереди. 

3. В направитель вставляли специальную втулку, по 
которой проводили спицу диаметром 2,4 мм. Канюлиро-
ванным сверлом диаметром 4,3 мм по спице формировали 
сквозной канал в клювовидном отростке.

4. Моделировали две динамические блок-системы 
«опорная площадка — нить». Для этого использовали ти-
тановые фиксаторы Flipptack (в дальнейшем мы будем их 
называть «опорные площадки») длиной 12 мм и шириной 
4 мм, с четырьмя отверстиями. Титановый сплав (TiAl6V4) 
как инертный материал значительно уменьшает реакцию 
окружающих мягких тканей на инородное тело.

Через центральные отверстия обеих опорных площадок 
проводили полиэстеровую нерассасывающуюся плетеную 
нить диаметром 1 мм. Для моделирования блок-системы 
соединяли две опорные площадки и проводили через цент-
ральные отверстия один конец нити. Затем этот же конец 
нити проводили через рядом находящееся отверстие, да-
лее — опять в те же самые отверстия. В результате оста-
вались связанные между собой опорные площадки с про-
веденной между центральными отверстиями в два оборота 
нитью; концы нити оставляли с одной стороны. Раздвигали 
опорные площадки на расстояние 7–8 см, создавая две 
петли, одна из которых замкнута. Потягивание за концы 
нити позволяло свободно приближать друг к другу опор-
ные площадки, а завязывание концов нити обеспечивало 
фиксирование между собой опорных площадок на необхо-
димом расстоянии между ними.

5. На следующем этапе опорные площадки каждой 
блок-системы вводили в сформированный ранее в клюво-
видном отростке канал при помощи специального толкателя.
Сверлом диаметром 4,3 мм формировали два сквозных тун-
неля в ключице, в проекциях прикреплений lig. сonoideum 
и lig. trapezoidum. При помощи иглы Дешана проводили 
петлю через каналы в ключице и выводили при помощи за-
жима из раны. Через одно из наружных отверстий верхней 
опорной площадки проводили нить, концы которой про-
девали в ранее выведенную петлю. Затягиванием концов 

Рис 1. Распределение больных по типам повреждения АКС 
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петли нить, заправленную в опорную площадку, выводили 
наружу (снизу вверх) через канал в ключице. Последующим 
потягиванием этой нити верхнюю опорную площадку про-
водили снизу вверх через канал в ключице. Такими мани-
пуляциями проводили опорные площадки снизу вверх на 
ключицу. Попеременным натяжением концов нити обеих 
блок-систем опорные площадки стягивали между собой, 
осуществляя фиксацию вправленного АКК. Концы нити 
связывали между собой.

Клинический случай. Больной У. 35 лет получил травму в 
результате удара о борт хоккейной коробки во время игры. 
При поступлении обследован клинически и рентгенологи-
чески. Диагноз: вывих акромиального конца правой клю-
чицы тип V по классификации Rockwood.

Предоперационная подготовка включала лабораторные 
и инструментальные исследования (рис. 3).

Послеоперационное течение гладкое, рана зажила пер-
вичным натяжением. Срок иммобилизации в косыночной 
повязке после операции составил 3 дня (до купирования 
болевого синдрома). Пациент строго соблюдал рекомен-
дации по реабилитации, уже через день проводил посте-
пенное восстановление объема движений. Снятие швов 
проведено в амбулаторных условиях. Через 3–5 недель 
были добавлены постепенные силовые нагрузки. Осмотр 
сделан через 6 недель и 6 месяцев после операции (рис. 5).

Результат расценен как хороший. Через 6 недель было 
разрешено полностью нагружать конечность. Через 2,5 
месяца, после периода реабилитации, пациент вернулся 
в профессиональный спорт. Сделанная через 6 месяцев 
рентгенограмма показала отсутствие миграции фиксатора 
и подвывиха ключицы. Отмечено полное функциональное 
восстановление. 

РЕЗУЛЬТАТЫ  ИССЛЕДОВАНИЯ 

Отдалённые результаты были изучены нами у всех 112 па-
циентов. Осмотр и опрос пациентов проводились 3–4 раза 
в год, с интервалом не менее 3 месяцев. Оценку исходов 
лечения проводили по данным последнего обследования.

Стабильность АКС оценивали по результатам прове-
дения клинических тестов. Всем пациентам, явившимся в 
клинику на осмотр, производили рентгенографию АКС в 
стандартных проекциях с нагрузкой и в проекции Zanca. 
При необходимости обследование пациентов дополняли 
лучевой компьютерной диагностикой (МРТ, КТ). Субъек-
тивные ощущения пациентов, степень функционального 
восстановления плечевого сустава, ограничение жизне-
деятельности за счет верхней конечности систематизиро-
вали и документировали в соответствии с положениями 
шкалы DASH (Disability of the Arm, Shoulder and Hand) [23]. 
Объективные результаты исследований также оценивали в 
соответствии с требованиями этой шкалы. 

При анализе результатов лечения оценивали жалобы 
больных; наличие и характер болевого синдрома оценива-
ли по шкале VAS  (visual analog scale) — психологическому 
тесту, основанному на субъективной оценке пациентом 
своих ощущений [24]. Оценивали остаточную деформацию 
в проекции АКК; амплитуду движений в плечевом суставе; 
функциональную способность верхней конечности; резуль-
таты клинических тестов (симптом «клавиши») и рентгено-
логических (конгруэнтность сустава) методов исследования. 

В 111 (99,1%) случаях получен хороший результат. У 
одного пациента выявлено осложнение в виде инфици-
рования операционной раны, которое развивалось в пре-
делах кожных покровов и не потребовало ревизионного 

Рис 2. Схема диагностики пациентов с патологией АКС
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оперативного лечения. Через 8 дней пациент был выписан 
из стационара.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Немаловажное значение в прогнозе исхода оперативных 
вмешательств имеют сроки обращения больных после 
получения травмы [25]. Преимущества метода восстанов-
ления недавно полученных повреждений АКС методом 
динамической двухпучковой реконструкции очевидны: он 

малоинвазивен (разрез составляет не более 3 см); специ-
альные направляющие позволяют снизить до минимума 
риск повреждения нейроваскулярных структур; в ходе 
оперативного вмешательства акромиально-ключичный 
сустав не обнажается и не подвергаются травматизации 
мягкотканые образования акромиально-ключичного суста-
ва; метод прост в выполнении, характеризуется короткой 
продолжительностью операции (в среднем от 20 до 40 мин); 
отсутствием необходимости удаления импланта. Особо
хотелось бы отметить лучшие функциональные результаты 

Рис 3. Результаты проведенного рентгенологического исследования. На рентгенограмме определяется вывих акромиального конца правой ключицы

Рис 4. Вывих устранен, проведено фиксирование. Состояние после двухпучковой реконструкции АКС

Рис 5. Результат оперативного лечения через 6 месяцев после операции. А. Объем движений расценен как полный. Б. Вид послеоперационного рубца 
(указан стрелкой) 

А

Б
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