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Амилоидные белки поверхности микроорганизмов: 
структура, свойства и значение для медицины

Cell surface amyloid proteins of microorganisms: 
structure, properties and significance in medicine

This review summarizes data which describe properties of microbial cell surface amyloids proteins. Definitions of amyloids 
and microbial functional amyloids are given. The review provides numerous examples of research in which the presence of 
amyloid-like properties in microbial cell surface proteins is demonstrated convincingly. Studies of the important role of pili, curli, 
tafi and some other bacterial fibrillar proteins in host colonization are reviewed. Data on amyloid proteins of yeast cell surface, 
their properties and potential association with candidiasis development are summarized. This review also appeals to experts 
in biology and medicine in an attempt to draw their attention to the  issue which is increasingly discussed in scientific work 
at present, namely to a possible role of bacterial extracellular matrix amyloids and amyloid proteins of eukaryotic microorganism 
surface, yeast in the first place, in the development of amyloidosis in animals and humans.

В обзоре суммированы данные, посвященные описанию свойств амилоидных белков поверхности клеток микроор-
ганизмов. Определены понятия «амилоид» и  «функциональный амилоид» микроорганизмов. Приведены многочис-
ленные примеры исследований, в которых убедительно показано наличие амилоидных свойств у белков клеточной 
поверхности микроорганизмов. Рассмотрены работы, демонстрирующие важную роль пилей, курлей, тафи и неко-
торых других фибриллярных белков бактерий в колонизации организма хозяина. Обобщены данные об амилоидных 
белках поверхности клеток дрожжей, их свойствах и возможной роли в развитии кандидозов. Обзор также призван 
привлечь внимание специалистов в области медицины и биологии ко все более активно обсуждаемому в литературе 
вопросу о возможном участии амилоидов внеклеточного матрикса бактерий, а также амилоидных белков поверхно-
сти эукариотических микроорганизмов, в первую очередь дрожжей, в развитии амилоидозов животных и человека.

Ключевые слова: клеточная поверхность микроорганизмов, амилоид микроорганизмов, функциональный амилоид, 
пили, курли, тафи, фенол-растворимый модулин, адгезин, гидрофобин класса I, амилоидоз

Keywords: microbial cell surface, microbial amyloid, functional amyloid, pili, curli, tafi, phenol soluble modulin, adhesin, 
class I hydrophobin, amyloidosis
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Микробиом человека составляет в среднем 1014 клеток 
микроорганизмов  [1], многие из которых имеют на своей 
поверхности амилоидные белки. Некоторые исследования 
последних лет позволяют выдвинуть гипотезу о том, что 
наличие таких белков может способствовать возникнове-

нию многих заболеваний, в том числе развитию системных 
амилоидозов высших животных и человека, туберкулеза, 
болезни Альцгеймера [2–6].
Анализ и глубокое знание процессов и молекулярных 

механизмов, лежащих в основе сборки амилоидных струк-

Финансирование: работа выполнена при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований (грант № 14-04-01187 А).

Funding: this study was supported by the Russian Foundation for Basic Research (grant no. 14-04-01187 A).
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тур клеток про- и эукариотических микроорганизмов, име-
ют большие перспективы с медицинской точки зрения. 
В  первую очередь сказанное актуально для разработки 
методов защиты организма человека и животных от небла-
гоприятного воздействия амилоидов микроорганизмов. 
Важно понимание того, как можно наиболее эффективно 
препятствовать формированию или разрушить уже сфор-
мированные патогенными микроорганизмами бактериаль-
ные биопленки и как снизить эффект индукции процесса 
амилоидообразования клетками человека и животных при 
воздействии амилоидов микроорганизмов.
Амилоиды — это белковые фибриллы, обладающие 

кросс-β-структурой. Они состоят из мономеров и пред-
ставляют собой протяженные β-листы, в которых β-тяжи 
лежат перпендикулярно продольной оси фибриллы и мо-
гут располагаться параллельно и антипараллельно друг 
другу. Расстояние между главными цепями внутри β-листа 
составляет 0,47 нм, между соседними β-листами — 0,8–
1,2 нм [7, 8]. В стабилизации структуры амилоидных фи-
брилл играют важную роль водородные связи, образую-
щиеся между пептидными остовами соседних β-тяжей. В 
стабилизацию структуры амилоидов также, по-видимому, 
вносят вклад взаимодействия между боковыми группами 
аминокислотных остатков соседних полипептидов (гидро-
фобные взаимодействия, солевые мостики, стэкинг-взаи-
модействия). Для амилоидов характерна высокая устойчи-
вость к изменениям таких параметров окружающей среды, 
как гидрофобность, концентрация соли, pH, температура, 
давление, влияние денатурирующих агентов и протеиназ, 
что обусловлено большим числом взаимодействий, вовле-
ченных в стабилизацию их структуры [2, 9–12].
Поскольку амилоиды являются причиной многих ши-

роко распространенных неизлечимых патологий (ами-
лоидозов), их давно и активно изучают у человека и жи-
вотных. Пили (pili, от лат. pilus — волос) были описаны в 
середине прошлого века у грамотрицательных и грампо-
ложительных бактерий  [13]. Только совсем недавно, од-
нако, стало понятно, что многие структуры на поверхно-
сти микроорганизмов представляют собой амилоидные 
фибриллы. К  настоящему моменту курли (curli, от  англ. 
curl — завиток) или тафи (tafi, от  англ. thin aggregative 
fimbriae — тонкие агрегирующие нити) охарактеризованы 
у таких родов бактерий, как Escherichia, Neisseria, Yersinia, 
Shigella и Salmonella [2, 3, 10, 11, 14–17]. Пили охарактери-
зованы также у бактерий рода Streptococcus, в частности 
S. agalactiae, S. pyogenes и S. pneumoniae, у Mycobacterium 
tuberculosis и у многих других грамположительных бакте-
рий. Процессы сборки этих структур и их роль в колониза-
ции организма хозяина описаны достаточно подробно [13].
Хорошо известно о наличии амилоидов, так называе-

мых гидрофобинов класса  I, на поверхности мицелиаль-
ных грибов, например Aspergillus fumigatus  [18]. Амилои-
ды встречаются у микроорганизмов среди структурных 
молекул, адгезинов и токсинов. Растущий список оха-
рактеризованных амилоидов, помимо упомянутых выше 
структур, включает в себя фенол-растворимые моду-
лины Staphylococcus aureus  [12,  19], адгезины у Candida 
albicans  [20, 21], амилоиды, формируемые белком ТаsA у 
Bacillus subtilis [22–24].
В процессе изучения амилоидных белков поверхности 

клеток микроорганизмов возникло понятие «функциональ-
ные амилоиды» [25], т. е. белки, формирующие амилоиды, 
не сопряженные с патологией микробов и выполняющие 
полезные для их клеток функции. В  ряде опубликован-
ных работ указано на формирование функциональных 

амилоидов не только среди микроорганизмов и высказа-
но предположение, что они существуют во всех доменах 
живого мира и участвуют в самых различных процессах: 
от образования биопленок в микробных сообществах до 
регуляции долговременной памяти у животных  [7]. В  об-
зоре мы рассмотрим некоторые примеры участия амило-
идных белков поверхности микроорганизмов в развитии 
заболеваний животных и человека и приведем данные, 
характеризующие структуру этих амилоидов и условия 
их формирования.

Амилоиды, принимающие участие в формировании 
межклеточного матрикса бактерий

Основным белковым компонентом, необходимым для 
формирования межклеточного матрикса, являются курли 
или тафи. Они присутствуют на поверхности многих грам-
отрицательных бактерий, в т. ч. ряда штаммов Escherichia 
coli, Salmonella spp. и других Enterobacteriaceae [10, 11, 14–
17]. Курли E. coli связываются со многими белками чело-
века, в частности с фибронектином, ламинином, коллаге-
ном I типа, молекулами главного комплекса гистосовмес-
тимости I класса, плазминогеном и некоторыми другими 
[26–29], и способствуют патогенезу, облегчая микро-
организму последующее внедрение в организм хозяи-
на  [14, 30–32]. Курли представляют собой фибриллярные 
структуры, одним концом закрепленные на внешней мем-
бране бактерий. Их  длина может достигать нескольких 
микрометров, а ширина составляет 3–4 нм, при этом курли 
склонны агрегировать латерально, образуя пучки диамет-
ром до 60  нм  [33]. Фибриллы курлей обладают высокой 
устойчивостью к действию денатурирующих агентов и 
протеиназ, однако они могут быть деполимеризованы 
после кратковременной обработки концентрированной 
муравьиной кислотой  [10, 11, 34]. Данные спектроскопии 
кругового дихроизма (КД-спектроскопии) свидетельству-
ют, что вторичная структура фибрилл курли богата β-слоя-
ми [11], также они взаимодействуют со специфичными для 
амилоида красителями — конго красным (КК) и тиофлави-
ном Т (ТТ)  [11, 27]. Все это позволило классифицировать 
курли как амилоидные фибриллы [11].
Курли необходимы для формирования бактериальных 

биопленок и являются основным белковым компонен-
том образующегося при этом внеклеточного матрикса 
[33, 35]. Было показано, что гены курли лучше всего экс-
прессируются при температуре ниже 30 °C, низкой кон-
центрации питательных веществ, низком осмотичес-
ком давлении и на стационарной стадии роста, т. е. в ус-
ловиях, с которыми E. coli и другие энтеробактерии стал-
киваются вне организма хозяина. В  этих условиях фор-
мирование биопленок может способствовать выживанию 
бактерий [33]. Курли опосредуют присоединение бактерий 
к множеству поверхностей, включая клетки растений 
[36, 37], нержавеющую сталь [38], стекло и пластик [33], а 
также могут существенно усиливать устойчивость клеток 
микроорганизма к хлору  [38] и соединениям двухвалент-
ной ртути [39].
Сборка курлей — строго регулируемый клеткой про-

цесс [14, 40], в котором участвуют белки, кодируемые как 
минимум двумя оперонами: у E.  coli они носят название 
csgABC и csgDEFG  [41]. Курли состоят из двух гомоло-
гичных белков — CsgA и CsgB, при этом основным струк-
турным компонентом фибрилл является белок CsgA  [27]. 
Очищенный CsgA in  vitro в отсутствие каких-либо других 
белков формирует амилоидные фибриллы, однако β-тяжи 
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в них уложены не в β-слои, а в β-спирали. In vivo для сбор-
ки амилоидных фибрилл CsgA необходимо присутствие 
CsgB [11, 27, 42]. CsgA, секретируемый клетками E. coli с 
делецией гена csgB, может полимеризоваться на поверх-
ности клеток, продуцирующих CsgB [11, 14, 27]. Это явле-
ние носит название «межбактериальная комплементация» 
и широко используется в мутационных исследованиях, 
направленных на выявление генов белков, участвующих 
в формировании курлей [11, 43]. Межбактериальная ком-
плементация подтверждает, что CsgB является нуклеато-
ром полимеризации CsgA [11].
Большая часть CsgB локализована на бактериальной 

поверхности, что указывает на верность предположения о 
нуклеаторной функции CsgB [44]. CsgF обеспечивает пра-
вильное сворачивание и локализацию белка-нуклеатора 
CsgB, вероятно, представляя собой шапероноподобный 
белок [43]. Периплазматический белок CsgE, по-видимому, 
участвует в секреции CsgA, а также ингибирует полимери-
зацию CsgA in vitro  [45] за счет прямого взаимодействия 
между молекулами CsgE и CsgA [46]. Поэтому CsgE можно 
рассматривать как CsgA-специфичный шаперон. Одним 
из следствий развития представлений о нуклеаторных 
способностях белков клеточной поверхности микроорга-
низмов в процессе формирования амилоидов является то, 
что некоторые авторы рассматривают амилоидные белки 
микробного происхождения как реальную опасность для 
развития амилоидозов и болезни Альцгеймера [47].
Большинство экспериментальных исследований по 

биогенезу и функциям курлей были выполнены на E.coli и 
Salmonella spp. Биоинформатический анализ выявил гомо-
логов курлей среди представителей родов Bacteroidetes, 
Firmicutes и Thermodesulfobacteria  [48]. Опероны csgEFG 
были найдены у большинства бактерий вышеуказанных 
родов с потенциальными гомологами CsgA и CsgB, в то 
время как белки CsgC и CsgD часто отсутствовали. Несмо-
тря на то что многие биоинформатические исследования 
ждут экспериментального подтверждения, есть основания 
предполагать, что сходные с курлями структуры могут быть 
более широко распространены у бактерий, формирую-
щих биопленки, чем считали ранее [49].
Адгезин Р1, располагающийся на клеточной поверхно-

сти микроорганизма Streptococcus mutans, вызывающего 
зубной кариес, является амилоидным белком [50]. Данный 
адгезин индуцировал сдвиг в спектре поглощения краси-
теля КК, зеленое двулучепреломление в окрашенном КК 
препарате и специфическую флуоресценцию ТТ. Микро-
скопическими методами в препарате этого адгезина были 
обнаружены фибриллы, что в совокупности с результата-
ми спектрофотометрического анализа подтверждало его 
амилоидную природу  [50]. Получены данные, свидетель-
ствующие, что Р1 — не единственный белок клеточной по-
верхности S. mutans, способный формировать амилоиды, 
поскольку колонии бактерий, лишенных данного адгезина, 
тем не менее индуцировали зеленое двулучепреломление 
при окрашивании КК [50].
Пили Mycobacterium tuberculosis — еще один пример 

того, какую роль, возможно, играют амилоиды внекле-
точного матрикса микроорганизмов в патогенезе. Данный 
микроорганизм вызывает туберкулез, за год уносящий 
жизни почти трех миллионов человек во всем мире  [2]. 
Пили на поверхности грамположительных M.  tuberculosis 
нерастворимы в смеси хлороформ/метанол (2 : 1), а   
также в буфере, содержащем додецилсульфат натрия 
(ДСН), и, кроме того, взаимодействуют с амилоид-специ-
фичным красителем КК, что свидетельствует об их ами-

лоидной природе  [2]. Мутанты, лишенные гена, кодирую-
щего белок пилей M.  tuberculosis, проявляли понижен-
ную вирулентность  [2]. Исследователи объясняют это 
тем, что пили способны связываться с белком внекле-
точного матрикса ламинином, способствуя тем самым 
прочному закреплению микроорганизма в тканях хозя-
ина. Таким образом, M.  tuberculosis используют эти ами-
лоидные белки для успешной колонизации организма  [2]. 
В  сыворотке пациентов, больных туберкулезом, при-
сутствует высокий титр антител, взаимодействующих с 
пилями M. tuberculosis [2].
Другие грамположительные микроорганизмы, которые 

могут колонизовать различные органы и ткани челове-
ка, — кокки S. aureus — способны вызывать различные 
заболевания, от небольших инфекций кожи до бактеремии 
и сепсиса. Многие из этих заболеваний связаны с фор-
мированием биопленок в организме хозяина [20]. В соста-
ве биопленок S. aureus были идентифицированы внекле-
точные амилоидные фибриллы, состоящие из коротких 
пептидов, называемых фенол-растворимыми модулина-
ми (PSMs) [12].
У PSMs S. aureus или S. epidermidis множество функ-

ций  [51–54]. PSMs в фибриллярной форме необходимы 
S.  aureus для обеспечения устойчивости биопленок к 
различным диспергирующим (разрушающим биопленку) 
агентам, а также к механическому воздействию  [12]. Ав-
торы считают, что перспективным направлением исследо-
ваний для борьбы с заболеваниями, вызванными патоген-
ными стафилококками, является ингибирование экспорта 
фенол-растворимых модулинов. Поиск малых молекул — 
ингибиторов полимеризации амилоидов  — один из 
путей, который может привести к разработке средств 
для уничтожения стафилококков на этапе формирования
биопленок [49].
Пили Bacillus subtilis — важный компонент внеклеточ-

ного матрикса биопленок, формируемых бактериями на 
твердой поверхности и на поверхности раздела фаз меж-
ду водой и воздухом [55]. Этот микроорганизм не является 
патогеном, однако широко распространен, встречается в 
почве, воде, воздухе, продуктах питания. Основная белко-
вая субъединица пилей B. subtilis — это белок TasA [22, 56]. 
Фибриллы, формируемые TasA in vitro, практически не от-
личаются по морфологии от пилей B. subtilis [22], при этом 
взаимодействуют с амилоид-специфичными красителями 
КК и ТТ, обогащены β-слоями по данным КД-спектроско-
пии и деполимеризуются лишь после инкубации в присут-
ствии муравьиной кислоты [22]. Следует отметить, что TasA 
был впервые идентифицирован как секретируемый белок 
и белок поверхности спор B.  subtilis, обладающий выра-
женными антибактериальными свойствами  [57, 58]. Анти-
тела, используемые в диагностике нейродегенеративных 
заболеваний, узнают как метастабильные интермедиаты, 
возникающие при формировании амилоидных фибрилл, 
так и олигомеры TasA, что позволяет авторам говорить о 
возможном сходстве структуры этих двух типов олигоме-
ров [22, 59, 60].

Амилоиды, формирующие амфипатические мембраны 
на поверхности клеток микроорганизмов

Гифы, споры и плодовые тела многих грибов покрыты ам- 
фипатическими (т.  е. одновременно имеющими гидро-
фильные и гидрофобные области) родлет-слоями, которые 
представляют собой мозаику из параллельно уложенных 
фибрилл толщиной 5–12 нм  [18]. Указанные амфипатиче-
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ские слои не растворяются при кипячении в присутствии 
2 % ДСН и 1 M NaOH и диссоциируют на мономеры толь-
ко при обработке муравьиной или трифторуксусной кис-
лотами  [9]. Основной и, по-видимому, единственный ком-
понент родлет-слоев грибов — это белки гидрофобины 
класса  I  [61, 62]. Процесс полимеризации гидрофобинов 
наиболее эффективен в области интерфаз с высоким 
поверхностным натяжением (например, граница раздела 
жидкость–воздух), а агенты, уменьшающие поверхностное 
натяжение, уменьшают и скорость полимеризации гидро-
фобинов in vitro [63].
Гидрофобины — это большое семейство секретируе- 

мых низкомолекулярных (7–9  кДа) белков у грибов  [61]. 
Семейство получило свое название благодаря высокому 
содержанию гидрофобных аминокислотных остатков  [9]. 
Гены, кодирующие гидрофобины, обнаружены у многих 
грибов. Гидрофобины класса  I — типичные функциональ-
ные амилоиды, поскольку играют роль в формировании 
спор и плодового тела, также они важны для прикрепле-
ния к поверхности клеток организма хозяина и защиты от 
его иммунной системы [18, 64]. Так, при инфекции, вызы-
ваемой мицелиальными грибами Arthroderma benhamiae 
(дерматофиты — возбудители поверхностных микозов че-
ловека и животных), гидрофобин HypA выполняет маски-
рующую функцию, защищая микроорганизм от иммунной 
системы хозяина. Делеция гена этого гидрофобина приво-
дит к быстрому смачиванию мицелия и конидий гриба, что 
вызывает повышенную активацию гранулоцитов, нейтро-
филов и дендритных клеток и сопровождается увеличени-
ем в крови титра интерлейкинов IL-6, -8, -10 и фактора не-
кроза опухоли TNF-α [65]. Развитию инфекции с участием 
другого мицелиального гриба Aspergillus fumigatus, приво-
дящего к инвазивному аспергиллезу, способствует компо-
нент родлет-слоя гидрофобин RodA, покрывающий споры 
патогена. В экспериментах на животных споры штамма 
дикого типа с удаленным с поверхности RodA или мутанта 
∆laeA, содержащего на 60 % меньше этого гидрофобина, 
подвергались фагоцитозу макрофагами [66].

Амилоиды, входящие в состав клеточных стенок 
дрожжей: адгезины и глюкантрансфераза Bgl2p

В  научной литературе давно известен, хотя и мало об-
суждается, факт развития системного амилоидоза у мы-
шей, инъецированных лиофилизированными клетками 
Candida sp. [67]. Авторы статьи особо отмечали, что отло-
жения амилоидов могут возникать в ответ на введение экс-
периментальным животным казеина, альбумина, бактерий 
или эндотоксина E. coli [68–71], однако при этом после пре-
кращения инъекций амилоидные отложения постепенно 
уменьшались или исчезали [72, 73]. В случае инъецирова-
ния мышей лиофилизированными клетками Candida sp. ла-
бораторные животные умирали от системного амилоидоза 
спустя весьма длительный период (через 400 дней) после 
последней инъекции [67]. Отдельно проведенные экспери-
менты показали, что введение мышам внутриклеточного 
содержимого Candida sp. амилоидоза не вызывало. На ос-
новании этого авторы сделали вывод, что развитие ами-
лоидоза стимулируют компоненты клеточных стенок  [67].
Биоинформатический анализ протеома дрожжей 

Saccharomyces cerevisiae выявил наибольшую представ-
ленность амилоидогенных белков в клеточной стенке [74]. 
Примером достаточно хорошо охарактеризованных белков 
клеточной поверхности дрожжей, обладающих амилоид-
ными свойствами, являются белки Als (от англ. agglutinin-like 

sequence) [20, 21, 75]. В геноме C. albicans было обнаруже-
но восемь генов ALS, каждый из которых кодирует белок, 
состоящий из сигнальной последовательности, необходи-
мой для секреции белка, трех тандемных доменов иммуно-
глобулин (Ig)-подобного типа, богатого треонинами домена 
(T-домен), разного числа гликозилированных тандемных 
повторов (TR) длиной 36 аминокислот, высокогликозилиро-
ванного стеблевого домена и сигнальной последователь-
ности присоединения гликозилфосфатидилинозитольного 
якоря, который обеспечивает ковалентное закрепление 
белка за глюкан клеточной стенки [76]. Ig-подобный домен 
обеспечивает связывание с субстратом; T-домен необхо-
дим для правильного сворачивания Ig-подобного домена 
и секреции; TR повышает афинность Ig-подобной области 
к лигандам и может обеспечивать агрегацию дрожжей, 
не зависящую от Ig-подобной области; благодаря наличию 
стеблевого домена активные области отстают от поверх-
ности клеточной стенки на значительное расстояние  [76].
Несмотря на наличие сильного гликозилирования, бел-

ки семейства Als имеют низкую растворимость, а в очи-
щенном виде образуют амилоидные фибриллы даже при 
низких концентрациях  [20]. Была изучена конформация 
N-концевых частей белков Als1p (lg-фрагмент) и Als5p (lg-T-
фрагмент) в растворе [76]. Полученные данные свидетель-
ствовали о том, что в обоих случаях β-слои были превали-
рующим элементом вторичной структуры анализируемого 
полипептида [76]. Показано также, что Als5p, Als1p и Als3p 
содержат в своем составе высококонсервативный потен-
циально амилоидогенный участок (ПАУ) в Т-домене  [20].
Интересно отметить, что ПАУ были обнаруже-

ны не  только в аминокислотных последовательностях 
Als-белков, но и в аминокислотных последовательностях 
дрожжевых адгезинов из других семейств  [75]. Пептиды, 
содержавшие эти ПАУ, формировали фибриллы, взаимо-
действовавшие с амилоид-специфичными красителями, и 
согласно данным КД-спектроскопии обладали обогащен-
ной β-слоями вторичной структурой [75]. Вероятно, амило-
идообразование может быть весьма широко распростра-
ненным явлением [75].
Оппортунистический дрожжевой патоген Candida 

albicans формирует биопленки, облегчающие колони-
зацию тканей организма хозяина и делающие клетки 
C.  albicans чрезвычайно устойчивыми к антимикробным 
препаратам [77, 78]. Важную роль в патогенезе и форми-
ровании биопленок играют описанные выше Als-адгезины, 
наряду с множеством других адгезинов, продуцируемых 
C.  albicans  [78,  79]. Некоторые Als-адгезины формируют 
амилоидные структуры  [20,  21,  75], что, вероятно, спо-
собствует взаимодействию клеток C.  albicans с белками 
внеклеточного матрикса (фибронектином, ламинином, 
коллагеном IV типа) и другими пептидными лигандами мле-
копитающих, клетками других видов дрожжей, клетками 
бактерий, а также автоагрегации клеток C. albicans [76, 78]. 
Способность клеток Candida sp. удерживаться за счет по-
верхностных адгезинов на слизистых поверхностях раз-
личных органов и синтетических материалах является 
важным фактором патогенности этих грибов и содейству-
ет развитию инфекции. Наиболее выражена данная спо-
собность у дрожжей C. albicans [80, 81].
Глюкантрансфераза Вgl2p — еще один белок клеточ-

ной стенки дрожжей с наличием амилоидных свойств. Это 
небольшой (31,5–34 кДа в зависимости от вида дрожжей), 
консервативный, мажорный нековалентно закрепленный 
белок, присутствие которого в клеточной стенке пока-
зано для многих видов дрожжей, таких как S. cerevisiae, 
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C.  albicans, A.  fumigatus  [82–84]. Bgl2p из S.  cerevisiae 
проявляет высокую гомологию по отношению к Bgl2p из 
C.  albicans. Антитела против Bgl2p S.  cerevisiae реагиру-
ют с Bgl2p C. albicans [82, 85]. Bgl2p устойчив к гидролизу 
трипсином и протеиназой К в составе клеточной стенки, а 
также не может быть экстрагирован из нее с помощью 1 % 
раствора ДСН в воде при 37 °C, в отличие от всех других 
нековалентно закрепленных в полисахаридном каркасе 
белков клеточной стенки [86].

Bgl2p, выделенный из клеточной стенки S.  cerevisiae, 
способен образовывать структуры, которые имеют фи-
бриллярную морфологию  [86, 87], отчетливо выявляемую 
при микроскопических исследованиях (рисунок). Выделен-
ный из клеточной стенки белок Bgl2p индуцировал специ-
фическую флуоресценцию ТТ и демонстрировал спектр 
кругового дихроизма, характерный для белка, обогащен-
ного β-структурой [86, 88], что тоже свидетельствовало об 
амилоидной природе формируемых Bgl2p структур. Изуча-
ли также рН-зависимость способности Bgl2p фибриллизо-
ваться с использованием как выделенного белка, так и мо-
дели на основе синтетических пептидов, соответствующих 
по последовательности предсказанным биоинформати-
чески потенциально амилоидогенным участкам Bg2p  [87]. 
Было показано, что при нейтральных и слабокислых зна-
чениях pH-среды выделенный из клеточной стенки Bgl2p 
фибриллизуется, тогда как уже при слабощелочных значе-
ниях рН данный белок теряет способность формировать 
амилоидные фибриллы  [87]. Механизм амилоидообразо-
вания Bgl2p в клеточной стенке, равно как и физиологи-
ческую роль этого процесса для функционирования дрож-
жей, еще только предстоит выяснить [89].

Bgl2p, вероятно, играет определяющую роль в виру-
лентности патогенных видов дрожжей, поскольку делеция 
гена BGL2 снижает способность этих микроорганизмов 
к заражению  [82]. Дженг и соавт. обнаружили, что Bgl2p 
C.  albicans также выполняет роль адгезина, обеспечива-
ющего связь клеток с иммобилизованными компонен-

(А) (Б)

Микрофотографии препаратов глюкантрансферазы Bgl2p из клеточных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae. (А) Электронная микроскопия. Негатив-
ное окрашивание [86]. (Б) Флуоресцентная микроскопия. Окрашивание антителами против Bgl2p [87]
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тами слюны  [85]. Было показано, что антитела к Bgl2p 
C.  albicans являются диагностическим биомаркером си-
стемного кандидоза, а их высокий уровень коррелирует 
со снижением вероятности летального исхода, что связа-
но, по-видимому, с защитной ролью данных антител  [90].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описывая амилоидные белки поверхности микроорганиз-
мов, мы не  рассматривали статьи, посвященные таким 
амилоидам, как чаплины, микроцины и харпины, посколь-
ку к настоящему моменту их роль в патогенезе человека и 
животных либо не выявлена, либо малоизучена. Тем не ме-
нее исследования структуры и механизмов формирования 
этих и других амилоидов, активно ведущиеся в ряде круп-
ных научных центров и лабораторий как у нас в стране, так 
и за рубежом, позволяют ожидать новых важных результа-
тов в данной области исследований.
Мы полагаем, что необходимо уделять внимание ана-

лизу возможной роли амилоидов и других компонентов 
поверхности клеток микроорганизмов при изучении раз-
вития заболеваний с неясной этиологией. У многих выс-
ших эукариот, и в том числе человека, микроорганизмы 
присутствуют в большом количестве. Можно сказать, 
что для значительного числа животных микроорганизмы 
являются их неотъемлемой составляющей. Количество 
клеток микроорганизмов может значительно превышать 
количество клеток организма хозяина  [1]. Компоненты 
клеточной поверхности микроорганизмов, включая ами-
лоидные белки, находятся в постоянном контакте с клет-
ками и жидкостями организма хозяина. Недальновидно 
недооценивать потенциальную роль этих молекул, локали-
зованных на поверхности микроорганизмов как про-, так 
и эукариотического происхождения, в метаболизме жи-
вотных и человека, и в том числе в процессах, ведущих 
к их заболеванию.
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М. Ю. Степаничев    , А. Д. Иванов, Н. А. Лазарева, Ю. В. Моисеева, Н. В. Гуляева

β-amyloid peptide (Аβ) is an  important component of the neurodegeneration mechanism in Alzheimer’s disease. This work 
investigates the effect of intrahippocampal injection of Аβ(25–35) fragment on nerve growth factor (NGF) signalling. Aggregated 
Аβ(25–35) was injected into rat dorsal hippocampus. Rats in the control group received injections of the peptide with an inverted 
amino acid sequence and a solvent. It was shown that Аβ(25–35) induces neuron death in rat hippocampus. Neurodegeneration 
was accompanied by a statistically significant increase (p <0.05) in p75NTR neurotrophin receptor expression in all animals who 
had received exogenous peptides, and by an increased level of NGF in the hippocampus of those rats who had been injected 
with Аβ(25–35). The study results demonstrate that changes in the hippocampus induced by Аβ(25–35) are accompanied 
by increased NGF signalling, which, to some extent, supports the current clinical data obtained from patients with Alzheimer’s. 
The changes mentioned above are compensatory. However, both damage reparation and further degenerative processes can 
be the ultimate outcome.

Нейродегенеративные изменения, вызванные введением 
фрагмента (25–35) ß-амилоидного пептида в гиппокамп, 
связаны с активацией NGF-сигналинга

Neurodegenerative changes induced by injection of ß-amyloid 
peptide fragment (25-35) in hippocampus are associated 
with NGF-signalling activation

В механизме нейродегенерации при болезни Альцгеймера важную роль играет β-амилоидный пептид (Аβ). В работе 
исследовали влияние интрагиппокампальной инъекции фрагмента Аβ(25–35) на систему сигналинга фактора роста 
нервов (NGF). Крысам вводили агрегированный Аβ(25–35) в  область дорзального гиппокампа. Контрольной груп-
пе проводили инъекции пептида с обратной аминокислотной последовательностью и растворителя. Показано, что 
Аβ(25–35) вызывал гибель нейронов в гиппокампе крыс. Нейродегенеративные процессы сопровождались достовер-
ным (p <0,05) увеличением экспрессии рецептора нейротрофинов p75NTR у всех животных, получавших экзогенные 
пептиды, и повышением уровня NGF в гиппокампе только тех крыс, которым делали инъекцию Аβ(25–35). Резуль-
таты исследования демонстрируют, что вызванные Аβ(25–35) изменения в гиппокампе сопровождаются усилением 
NGF-сигналинга. Данное усиление в определенной степени подтверждает имеющиеся данные клинических наблюде-
ний у пациентов с болезнью Альцгеймера. Указанные изменения носят компенсаторный характер, однако конечным 
результатом может быть как репарация повреждения, так и дальнейшее усиление дегенеративного процесса.

Ключевые слова: β-амилоидный пептид, гиппокамп, фактор роста нервов, рецептор p75NTR, нейродегенерация, 
болезнь Альцгеймера
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Один из основных участников патогенеза болезни Альц-
геймера — β-амилоидный пептид (Аβ). Он состоит из 40–42 
аминокислот и является внутримембранным фрагментом 
большого трансмембранного белка-предшественника. Аβ 
образуется в результате протеолиза этого белка по так 
называемому амилоидогенному пути. Хотя окончательная 

роль Аβ до сих пор не ясна, его накопление в мозге па-
циентов в виде растворимых агрегатов и нерастворимых 
депозитов является важнейшим маркером болезни Альц-
геймера. Поскольку Аβ проявляет токсичность в отноше-
нии нейронов, интрацеребральные инъекции этого пепти-
да животным позволяют моделировать некоторые аспекты 
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сложной картины патогенеза болезни Альцгеймера. Ток-
сичность характерна как для полноразмерного Аβ пептида, 
так и для некоторых его укороченных фрагментов, в част-
ности ундекапептида Аβ(25–35), который часто рассматри-
вают как функциональный домен Аβ, ответственный также 
за его агрегационные свойства [1, 2].
Нейротоксичность Aβ(25–35) при его введении в гиппо-

камп была показана Rush и соавт. [3]. Инъекция Aβ(25–35) 
приводила к разрушению близлежащей ткани и дегенера-
ции нейронов [3]. Тем не менее другие авторы [4] не обнару-
жили нейротоксического действия Aβ(25–35) при его введе-
нии в область вентрального бледного шара и безымянной 
субстанции. Они наблюдали лишь образование полостей, 
содержавших белковые агрегаты, которые окрашивались 
конго красным. Агрегированный Aβ(25–35) вызывал более 
выраженные повреждения пирамидного слоя поля СА1 
гиппокампа по сравнению с пептидом, который был син-
тезирован из тех же аминокислот в обратной последова-
тельности — Aβ(35–25)  [5–8]. Дегенерирующие нейроны 
были также обнаружены в височной коре после инъек-
ции Aβ(25–35) в крупноклеточное базальное ядро мозга 
крыс  [9]. Следует отметить, что введение ундекапептида 
в отдельные структуры мозга может вызывать развитие 
транссинаптических нарушений цитоскелета и активацию 
астроглии, которые наблюдаются не только в участке непо-
средственного введения, но и распространяются к более 
отдаленным областям мозга. Такие изменения наблюдали, 
например, в гиппокампе после введения Aβ(25–35) в мин-
далину [10]. В нашей предыдущей работе Aβ(25–35) также 
вызывал активацию астроцитов и микроглии в гиппокампе 
при его введении в эту структуру [8].
Активация нейроглии в очаге повреждения может 

иметь двоякое значение. С одной стороны, как непосред-
ственные участники нейровоспаления, активированные 
астроциты и микроглиоциты способствуют дегенерации. 
Механизмы нейровоспаления, будучи инициированными, 
могут сами по себе приводить к дисфункции и гибели ней-
ронов, что вызывает дополнительное усиление воспале-
ния. Тем самым замыкается порочный круг, в котором ней-
ровоспаление выступает причиной нейродегенерации [11]. 
С другой стороны, активация глии является выраженным 
компенсаторным ответом ткани, при котором микроглия 
активно фагоцитирует патоген, вызвавший повреждение 
ткани, например введенный Aβ или компоненты амилоид-
ных бляшек, а астроциты могут способствовать лучшему 
обеспечению нейронов веществами, необходимыми для 
репарации, такими как нейротрофины.
Один из важнейших нейротрофинов в мозге млекопи-

тающих — это фактор роста нервов (nerve growth factor, 
NGF). NGF является главным нейротрофином, обеспечи-
вающим поддержку и функционирование холинергических 
нейронов в мозге взрослых млекопитающих  [12, 13]. Он 
синтезируется и выделяется во внеклеточную среду клет-
ками гиппокампа и неокортекса — мишенями холинерги-
ческих нейронов базальных ядер. В свою очередь холинер-
гические нейроны в мозге молодых, взрослых и стареющих 
животных экспрессируют высокоаффинный рецептор TrkA 
и низкоаффинный — p75NTR для NGF [14], что демонстри-
рует зависимость метаболизма этих клеток от уровня ней-
ротрофинов не  только в развивающемся, но и в зрелом 
мозге. Особое значение сигнальный каскад, запускаемый 
NGF, приобретает в условиях развития болезни Альцгейме-
ра. На начальных этапах болезни (при мягком когнитивном 
снижении) происходит уменьшение уровня NGF [15], тогда 
как более поздние стадии с выраженной деменцией свя-

заны с его увеличением [15, 16]. Учитывая специфическую 
роль, которую Aβ может играть на разных стадиях забо-
левания, вероятно, что он прямо или косвенно вовлечен 
в регуляцию метаболизма NGF при болезни Альцгеймера.
Целью настоящей работы было исследование измене-

ний в системе сигналинга NGF в гиппокампе крысы после 
введения агрегированного Aβ(25–35).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты с животными выполнены в соответствии с
требованиями Директивы 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и совета Европейского союза от 22.09.2010 и 
Приказа Минздрава России от 19.06.2003 № 267 в области 
защиты и использования животных в экспериментальных 
исследованиях. Протокол эксперимента утвержден Эти-
ческой комиссией Института высшей нервной деятельнос-
ти и нейрофизиологии РАН.
Работа проведена на самцах крыс линии Wistar из пи-

томника «Столбовая» Научного центра биомедицинских 
технологий ФМБА (Московская обл., Россия) массой 290–
350  г. Крыс содержали по пять особей в пластмассовых 
клетках в условиях вивария при искусственном 12-часо-
вом (8:00 — 20:00) световом режиме и свободном доступе 
к воде и пище.
Крыс анестезировали внутрибрюшинной инъекцией

хлоралгидрата (350  мг/кг). Введение водных растворов 
Аβ(25–35), контрольного пептида, синтезированного из тех
же аминокислот в обратной последовательности Аβ(35–25)
и растворителя (стерильной воды) проводили в стереотак-
сисе Model 900 (David Kopf Instruments, США) билатераль-
но в гиппокамп по следующим координатам: расстояние 
от брегмы AP –3,8 мм; L ± 2,0 мм; DV +3,8 мм  [17]. Кры-
сам вводили по 3 нмоль предварительно агрегированно-
го Аβ(25–35) или Аβ(35–25) (Bachem, Switzerland) в объеме 
2  мкл (1,5  нмоль/мкл), контрольным крысам — равный 
объем стерильной воды. Введение веществ осуществляли 
со скоростью 1 мкл/мин. Иглу шприца оставляли на месте 
инъекции в течение 5 мин для распределения введенного 
препарата и предотвращения его обратного вытекания. 
Агрегацию пептида проводили, как описано в работе [18].
Через 7  дней после операции крыс декапитировали, 

мозг вынимали, промывали в ледяном 0,9 % растворе NaCl 
и на льду выделяли гиппокамп и кору больших полушарий. 
Структуры мозга замораживали и хранили при –85 °С до 
анализа. Для  измерения содержания NGF ткань гомоге-
низировали в соотношении 1 : 10 (масса/объем) в буфе-
ре, состоявшем из 100  мM Tris-HCl, pH 7,0, 2 % бычье-
го сывороточного альбумина, 1 M NaCl, 4  мM Na2EDTA, 
2 %  Triton  X-100, 0,1 % NaN3 и ингибиторов протеаз — 
157  мкг/мл бензамидина, 0,1  мкг/мл пепстатина  A и 
17 мкг/мл PMSF.
Общее содержание NGF оценивали с помощью на-

бора рективов для твердофазного иммуноферментного 
анализа ChemiKine Nerve Growth Factor Sandwich ELISA Kit 
(Merck Millipore, США) согласно инструкции производителя. 
Измерения проводили на многофункциональном ридере 
Wallac VICTOR 1420 (PerkinElmer, Финляндия). Концентра-
цию белка в ткани измеряли с помощью красителя 
кумасси ярко-синего G-250. Содержание NGF выражали 
в пг/мг белка.
Для  гистологического или иммуногистохимическо-

го анализа крыс реанестезировали хлоралгидратом 
(450  мг/кг). После этого мозг фиксировали интракарди-
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альной перфузией 4 % раствора параформальдегида 
в 0,1 М фосфатном буфере (pH 7,4). Мозг дофиксировали в 
том же фиксаторе в течение 24 ч. Фронтальные срезы тол-
щиной 50 мкм изготавливали на вибрационном микротоме 
VT1200 S (Leica Biosystems, Германия) и хранили при –20 °С 
в криопротекторе. Срезы окрашивали крезил-виолетом 
(Merck, Германия) по методу Ниссля. Экспрессию рецеп-
тора p75NTR определяли на свободно плавающих срезах 
иммуногистохимически с использованием поликлональных 
антител кролика (Sigma-Aldrich, США) в разведении 1 : 100. 
Связывание антител выявляли с помощью антител козы к 
IgG кролика, конъюгированных с биотином (Sigma-Aldrich, 
США) в разведении 1 : 800, и авидин-биотинового комплек-
са с пероксидазой хрена VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector 
Laboratories, США). В  качестве хромогена использовали 
диаминобензидин (SIGMA Fast kit; Sigma-Aldrich, США).
Количественную оценку степени повреждения про-

водили на снимках, полученных с помощью фотокамеры 
Camedia C-4000 (Olympus, Япония) со срезов, окрашенных 
по методу Ниссля. На снимках всех уровней в программе 
Image-J (NIH, США) измеряли длину пораженного участка 
зубчатой фасции и поля СА1 гиппокампа. На основании по-
лученных значений длины и толщины срезов была вычис-
лена общая площадь поражения поля СА1, как мы подроб-
но описывали ранее [19]. Экспрессию p75NTR оценивали 
по площади окрашивания на трех срезах, включавших об-
ласть максимального повреждения гиппокампа, располо-
женных на расстоянии 500 мкм друг от друга. Результаты 
усредняли и получали оценку уровня экспрессии у данного 
животного, выраженную в пикселах (pxl).
В работе использованы реактивы фирмы Sigma-Aldrich 

(США), если не указано иначе.
Данные представлены в виде среднего арифметичес-

кого по группе (M) ± стандартная ошибка (SEM). Оценку 
влияния пептидов на размер повреждения проводили с ис-
пользованием метода Крускела–Уоллиса. Различия между 
группами определяли по критерию Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование структурных изменений проводили на жи-
вотных (n = 5), которые получали инъекцию 3 нмоль агре-
гированного Аβ(25–35) в дорзальную часть гиппокампа 
левого полушария, через 7 дней после введения пептида. 
В дорзальный гиппокамп правого полушария мозга этих же 
животных вводили 3 нмоль пептида Аβ(35–25). Для оценки 
эффектов растворителя отдельной контрольной группе 
животных (n = 5) вводили эквивалентный объем стериль-
ной воды в гиппокамп левого полушария, а в гиппокамп 
правого — стерильный 0,9 % раствор NaCl. Большинство 
нейронов на исследованных срезах мозга контрольных 
животных имели нормальные морфологические характе-
ристики. Изредка отмечены хроматофильные нейроны в 
неокортексе и первичной обонятельной коре. Введение 
изотонического раствора не вызывало существенных по-
вреждений в гиппокампе крыс. Небольшие повреждения 
в непосредственной близости от места инъекции, связан-
ные с проникновением иглы шприца, наблюдали после 
введения растворителя в поле СА1 гиппокампа. Единич-
ные хроматофильные клетки были обнаружены в поле СА3. 
В то же время наблюдали выраженные структурные изме-
нения зубчатой фасции (ЗФ). Прежде всего это отражалось 
в существенной гибели клеток верхней ветви ЗФ. Следует 
отметить, что повреждения максимально были выражены 

в месте инъекции и постепенно уменьшались по мере уда-
ления от места введения вещества. Эти данные в целом 
согласуются с результатами предыдущих работ [8, 20].
Введение нетоксичного Аβ(35–25) в гиппокамп приво-

дило к возникновению явных кавитационных поврежде-
ний в данном отделе мозга. Наряду с этим происходило 
существенное повреждение верхней, а иногда и нижней 
ветвей ЗФ. Степень повреждения поля СА1 гиппокам-
па была сравнима с таковой в мозге контрольных жи-
вотных, которым вводили стерильную воду. В отличие от 
Аβ(35–25) введение токсичного агрегированного пептида 
Аβ(25–35) вызывало наряду с указанными изменениями 
достоверно (p  <0,05) более выраженное повреждение в 
поле СА1 (рис. 1). Дисперсионный анализ показал зави-
симость размера поврежденной области в поле СА1 от 
действия Аβ(25–35) [H  (2,15)  =  8,9; p  <0,02]. Размер по-
врежденного участка поля СА1 после введения Аβ(25–35) 
был достоверно (p  <0,05) больше как по сравнению с 
гиппокампом контрольных крыс, которым вводили воду, 
так и по сравнению с полушарием, в которое вводили 
нетоксичный пептид. Зависимости размера повреждения 
в ЗФ от воздействия введенного пептида [H  (2,15) = 4,0; 
p = 0,1] не наблюдали (рис. 2). Таким образом, показана 
большая чувствительность нейронов поля СА1 к токсичес-
кому действию Аβ(25–35) в сравнении с нейронами ЗФ.
Развитие нейродегенеративных процессов, индуциро-

ванных введением Аβ(25–35) в гиппокамп, сопровождает-
ся существенными изменениями в системе нейротрофи-
ческого обеспечения. Так, в гиппокампе крыс наблюдали 
достоверное (p  <0,05) изменение экспрессии рецепто-
ра p75NTR. При  этом достоверное увеличение площади 

Рис. 1. Влияние введения амилоидных пептидов на размер повреждения 
в поле СА1 гиппокампа крыс

Для краткости здесь и на рис. 2–4 опытные группы обозначены наименова-
нием инъецируемого животным фрагмента Аβ.    — p <0,05 при сравнении 
с группой контроля (инъекция растворителя), # — p <0,05 при сравнении 
с группой, инъецированной Aβ(35–25); критерий Манна–Уитни.

Рис. 2. Влияние введения амилоидных пептидов на размер повреждения 
в зубчатой фасции крыс
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окраски специфическими антителами к белку p75NTR 
происходило как после введения пептида Аβ(35–25), так и 
после действия токсичного Аβ(25–35) (рис. 3). Специфичес-
кого влияния Аβ(25–35) на этот показатель обнаружено 
не было. Введение пептидов в гиппокамп вызывало также 
увеличение содержания NGF в этом отделе мозга (рис. 4). 
Вместе с тем введение токсичного Аβ(25–35) оказывало до-
стоверно более выраженный эффект на уровень NGF по 
сравнению с Аβ(35–25).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе показано, что введение Аβ(25–35)
в гиппокамп приводит к нейродегенерации, которая наи-
более выражена в пирамидном слое клеток поля СА1. По-
вреждение и гибель клеток в основном локализовались 
вблизи места инъекции, при том что площадь повреждения 
пирамидного слоя была достоверно большей у крыс, полу-
чавших инъекцию Аβ(25–35), но не контрольного пептида 
с обратной последовательностью аминокислот или рас-
творителя (стерильной воды). Следует отметить, что по-
вреждение ЗФ наблюдали в гиппокампе животных всех 
групп, за исключением тех, которым вводили стерильный 
изотонический раствор NaCl. Вероятно, повреждение этой 
структуры вызвано тем, что острие шприца в соответствии 
с координатами стереотаксического атласа приходилось 
на границу латеральной ветви ЗФ и гранульные клетки под-
вергались осмотическому шоку.

Нейродегенеративные процессы протекали на фоне 
увеличения экспрессии рецептора нейротрофинов 
p75NTR, которое наблюдали в гиппокампе животных, 
получавших и Аβ(25–35), и Аβ(35–25). Функции этого ре-
цептора в мозге весьма разнообразны  [21]. Он может 
способствовать выживанию поврежденных нейронов, 
усиливая эффективность функционирования рецепторов 
Trk, запускать апоптоз поврежденных клеток для сниже-
ния воспалительного ответа, обеспечивать поддержание 
микроокружения, создающего условия для регенерации, 
контролировать нейровоспаление. Известно, что экспрес-
сия этого рецептора значительно возрастает в гиппокампе 
пациентов с болезнью Альцгеймера, где Аβ может взаимо-
действовать с p75NTR, способствуя клеточной гибели [22]. 
В культуре клеток нейробластомы SH-SY5Y была показана 
способность Аβ(25–35) наряду с полноразмерным пепти-
дом Аβ(1–42) связываться с этим рецептором [23]. В то же 
время пептид с обратной последовательностью Аβ(42–1) 
не демонстрировал подобных свойств. Следует отметить, 
что механизмы, с помощью которых Аβ запускает экс-
прессию p75NTR, окончательно не выяснены. Более того, 
общепринята точка зрения, что в гиппокампе p75NTR экс-
прессируется только на окончаниях афферентов холинер-
гических нейронов базальных ядер [22].
Некоторые авторы указывают, что p75NTR может при-

сутствовать в мембранах нейробластов субгранулярной 
области  [24] и дендритных шипиков и афферентных тер-
миналей пирамидных клеток поля СА1 [25]. Помимо этого, 
астроциты гиппокампа способны активно экспрессиро-
вать p75NTR в ответ, например, на введение антагонистов 
NMDA-рецепторов [26]. Клетки микроглии также экспрес-
сируют этот рецептор [27]. Введение экзогенных пептидов 
в гиппокамп крыс, аналогичное тому, что было использо-
вано в представленной работе, вызывало значительную 
активацию астроцитов и микроглии  [8,  19]. Вероятно, 
именно увеличением экспрессии астроцитов и микро-
глии в ответ на инъекцию Аβ(25–35) и Аβ(35–25) можно 
объяснить отсутствие существенной разницы в уровне 
p75NTR.
При введении Аβ(25–35) происходило накопление NGF 

в гиппокампе, причем более выраженное, чем при инъек-
ции пептида с обратной последовательностью. Патогенез 
болезни Альцгеймера связан с колебаниями в синтезе 
NGF. Поздние этапы заболевания, на которых у больных 
диагностируют и деменцию, и нейродегенерацию, харак-
теризуются повышенным содержанием NGF в структурах 
мозга [15, 16]. В отличие от ранних этапов онтогенеза на-
копление NGF в мозге в условиях патологии может иметь 
двоякие последствия. С  одной стороны, NGF является 
основным нейротрофином, обеспечивающим выживание 
холинергических нейронов базальных ядер благодаря 
взаимодействию его зрелой формы и рецепторов TrkA 
и p75NTR  [28]. С  другой стороны, связывание профор-
мы NGF с рецептором p75NTR может запускать гибель 
нейронов  [29]. Применяемый в настоящей работе имму-
ноферментный метод оценки содержания NGF в ткани 
не позволил раздельно определить уровень проформы и 
зрелой формы NGF. Опираясь на данные других иссле-
дователей, можно предположить, что после воздействия 
Аβ(25–35) преобладающей молекулой NGF в гиппокампе 
будет его проформа  [30]. Поэтому, вероятно, что интен-
сификация взаимодействия проформы NGF с большим 
числом p75NTR рецепторов будет способствовать усиле-
нию гибели нервных клеток в гиппокампе и увеличению 
размера повреждения.

Рис. 3. Влияние введения амилоидных пептидов на экспрессию рецептора 
p75NTR в гиппокампе крыс 

   — p <0,05 при сравнении с группой контроля (инъекция растворителя); 
критерий Манна–Уитни.

Рис. 4. Влияние введения амилоидных пептидов на содержание NGF в гип-
покампе крыс

   — p <0,05 при сравнении с группой контроля (инъекция растворителя), 
# — p <0,05 при сравнении с группой, инъецированной Aβ(35–25); критерий 
Манна–Уитни.
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Уточнение статуса некоторых мутаций, считающихся 
патогенными, с помощью признаков безвредных мутаций

Clarification of the status of some mutations considered 
pathogenic, by harmless mutations attributes

Важной задачей современной биоинформатики является предсказание патогенности мутации и ее влияния на фе-
нотип. Она особенно трудна для однонуклеотидных полиморфизмов, чей эффект сложнее всего предсказать. Пато-
генные мутации берут из курируемых баз данных, таких как Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) и The Human 
Gene Mutation Database (HGMD), куда включают данные из экспериментальных статей. Однако поскольку различные 
авторы вкладывают разный смысл в понятие «патогенность мутации», необходимо контролировать данные баз перед 
их использованием. Мы проанализировали качество данных базы HGMD с помощью наиболее часто используемых 
биоинформатических инструментов: snpEff, polyphen2 и SIFT. В исследовании мы опирались на признаки, характер-
ные для безвредных мутаций: высокую частоту в популяции, слабое влияние на аминокислотную последовательность 
белка, низкую патогенность по оценке вычислительных методов. В результате среди мутаций базы нами выявлены 
однозначно безвредные варианты, а также варианты со спорным значением, для которых тип мутации зависит от 
используемых для анализа признаков и инструментов.

Prediction of mutation pathogenicity and its effect on the phenotype is an important task of modern bioinformatics. This 
task is particularly difficult in regard to single nucleotide polymorphisms, as their effect is very hard to predict. Information on 
pathogenic mutations is provided by curated databases such as Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) and The Human 
Gene Mutation Database (HGMD) which include data from experimental works. However, as different authors interpret the 
term “mutation pathogenicity” differently, it is necessary to double-check data before using them. We have assessed HGMD 
database quality using the most common bioinformatic tools, namely, snpEff, polyphen2 and SIFT. Our study relied on the 
characteristics specific for harmless mutations: high frequency in a population, weak effect on amino acid sequence of a protein, 
low pathogenicity as computed by the utilities used in the study. As a result, we have identified clearly harmless variants among 
those in the mutation database, as well as ambiguous ones in which a mutation type depends on characteristics and tools 
used for the analysis.

Ключевые слова:  генетика человека, высокопроизводительное секвенирование, патогенность, популяционный 
анализ, поиск мутаций
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Влияние однонулеотидных полиморфизмов (SNP) на фе-
нотип труднопредсказуемо. Существующие программы, 

предсказывающие патогенность мутации, имеют ряд недо-
статков, например низкую чувствительность и специфич-
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ность, не превышающую для SNP 75–80 %. Кроме того, 
стоит отметить, что зачастую инсерции и делеции не анно-
тируются ими вовсе [1–3]. 
Патогенные мутации собирают в базы данных из экс-

периментальных статей. Примерами таких баз могут быть 
база Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM [4]) и The 
Human Gene Mutation Database (HGMD [5]). Однако термин 
«патогенность» имеет широкую интерпретацию, однознач-
ного мнения по поводу его значения не существует. Это при-
водит к тому, что базы данных применяют разные подходы 
к выбору мутации для включения, и, следовательно, дан-
ные в разных базах неодинаковы и нуждаются в уточнении.
Непатогенные мутации чаще всего идентифицируют по 

косвенным признакам: частоте аллелей в популяции и вли-
янию на аминокислотную последовательность белка. По 
мере появления новых данных эти признаки могут помочь 
понять, как можно усовершенствовать существующие 
базы. Знание того, что мутации, описанные как патогенные, 
подпадают под критерии непатогенных вариантов, важно 
для практического использования данных из этих баз. Это 
знание может помочь в понимании и того, почему одни ге-
нетические варианты влияют на фенотип, а другие — нет.
Для специалистов, опирающихся в своих исследовани-

ях на базу данных HGMD может быть неочевидно, что в на-
стоящее время она несет помимо однозначно патогенных 
мутаций также безвредные, оцененные как патогенные. В 
рамках данной работы была проведена биоинформатичес-
кая оценка патогенности мутаций, включенных в HGMD. Мы 
сравнивали частоты аллелей, аннотированных в HGMD, с 
таковыми в Exome Aggregation Consortium 0.3 [6], а также 
анализировали влияние мутаций из HGMD на аминокислот-
ную последовательность белка и предсказывали их пато-
генность с помощью наиболее часто используемых био-
информатических инструментов: snpEff, polyphen2 и SIFT.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве списка патогенных мутаций использовали пуб-
личную версию базы HGMD за IV квартал 2014 года, содер-

жащую 73 208 мутаций. Частоты аллелей для них вычисли-
ли с помощью snpEff 4.0. Полученные данные сопоставили 
с частотами аллелей в Exome Aggregation Consortium 0.3, 
которая содержит полноэкзомные и полногеномные дан-
ные секвенирования образцов 60 706 не связанных меж-
ду собой пациентов. Частота аллелей в ExAC установлена 
для шести популяций: африканской, латиноамериканской, 
восточноазиатской, южноазиатской, финской и европей-
ской (не включающей финскую). Все неустановленные об-
разцы сгруппированы в популяцию, названную «Другие». 
Число генотипированных образцов индивидуумов для каж-
дой аннотируемой мутации на момент обращения к базе 
варьировалось в различных популяциях: от порядка 500 
для «Других» до 30 000 для европейцев. Сопоставление 
частот аллелей двух баз произвели с помощью bcftools [7].
Мутации из базы HGMD, влияющие на аминокислот-

ную последовательность белка, были установлены с 
snpEff 4.0 [8]. Возможный уровень патогенности был пред-
сказан с использованием утилит polyphen2 и SIFT. Эти ути-
литы являются стандартными для предсказания патоген-
ности мутаций, и ни одна из них не использовала данные из 
базы HGMD как обучающую выборку.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Аннотация snpEff

Мутации из базы HGMD были проаннотированы snpEff, в 
результате были получены частоты каждого типа мутаций 
(в соответствии с классификацией snpEff). Мы обнаружи-
ли, что во многих случаях мутации имеют более чем одно 
предсказание, т. е. относятся к нескольким типам мутаций 
одновременно. Обычно это происходит из-за того, что му-
тация локализована внутри гена и для аннотации мутации 
использовались соседние гены. Мы отфильтровали типы 
мутаций для каждого варианта, имеющего больше чем 
один тип, оставляя только тот тип, который имел наиболь-
шее влияние в соответствии с предложенным создателями 
утилиты snpEff алгоритмом (таблица) [8].

Тип мутации Количество мутаций Тип мутации Количество мутаций

missense_variant 56136 sequence_feature 66

stop_gained 13513 initiator_codon_variant 61

synonymous_variant 1793 intron_variant 54

start_lost 465 non_coding_exon_variant 44

3_prime_UTR_variant 363 splice_donor_variant 39

downstream_gene_variant 245 splice_acceptor_variant 23

upstream_gene_variant 162 stop_retained_variant 4

stop_lost 136 5_prime_UTR_variant 3

splice_region_variant 99 intergenic_region 2

Количество мутаций наиболее важных классов из базы HGMD, предсказанные snpEff

Примечание: названия классов приведены так, как указаны в snpEff. missense_variant — миссенс-мутации; stop_gained — нонсенс-мутации; synonymous_
variant — синонимические мутации; start_lost  — замена, приводящая к изменению по крайней мере одного основания канонического кодона; 3_prime_
UTR_variant — замена в 3’-UTR; downstream_gene_variant — замена в последовательности, находящейся на 3’-конце гена; upstream_gene_variant — замена 
в последовательности, находящейся на 5’-конце гена; stop_lost — замена, при которой по крайней мере одно основание терминаторного кодона (стоп-ко-
дона) изменено, что приводит к элонгации транскрипции; splice_region_variant — замена внутри области сайта сплайсинга, либо 1–3 основания экзона, 
либо 3–8 основания интрона; sequence_feature — замена на любом участке последовательности; initiator_codon_variant — замена, при которой изменяется 
хотя бы одно основание первого кодона транскрипта; intron_variant — замена внутри интрона; non_coding_exon_variant – замена, которая изменяет неко-
дирующую последовательность экзона в некодирующем транскрипте; splice_donor_variant — сплайсинг, который изменяет 2 пар оснований области на 
5’-конце интрона; splice_acceptor_variant — сплайсинг, который изменяет 2 п. о. области на 3’-конце интрона; stop_retained_variant — замена, при которой 
по крайней мере одно основание в терминаторном кодоне изменено, но при этом терминатор не теряет своей функции; 5_prime_UTR_variant — замена в 
5’-UTR; intergenic_region — область, не содержащая ген, или область, в которой нет перекрывания генов, ограниченная с обеих сторон генами либо геном 
и концом хромосомы.
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Аннотация с ExAC

18 159 (25 %) мутаций из базы HGMD описаны в ExAC.

Результаты, полученные с помощью polyphen2 и SIFT

Мы предсказали вес мутаций используя утилиты polyphen2 
и SIFT. Polyphen2 имеет два вида моделей для предсказа-
ния патогенности: HumDiv и HumVar. Согласно описанию 
разработчиков, HumVar лучше предсказывает менделиру-
ющие заболевания, в то время как HumDiv лучше подхо-
дит для комплексных фенотипов и аллелей из категории 
условно патогенных [9]. Мы выбрали модель HumDiv чтобы 
использовать более широкое определение патогенности. 
Пороги отсечения патогенных и вероятно патогенных ва-
риантов были установлены по умолчанию.

Polyphen2 проаннотировал 52 248 мутаций, из которых 
39 032 (72 %) были определены как патогенные и 6 220 
(11 %) — как вероятно патогенные. Утилита SIFT проанно-
тировала 53 097 мутаций, из которых 34 638 (65 %) были 
определены как патогенные и 4 358 (8 %) — как вероятно 
патогенные (с низкой вероятностью). Обе утилиты смогли 
распознать введенные в базу варианты как патогенные 
в 70–80 % случаев, что соотносится с их ожидаемой эф-
фективностью [2, 3].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Использование базы ExAC в качестве ресурса, 
содержащего информацию о частотах аллелей

Техническое описание ресурса ExAC пока не выпущено, 
но известно, что база включает данные не только попу-
ляционно-генетических исследований, но также проектов 
секвенирования образцов пациентов с различными забо-
леваниями. Мы полагаем, что в таких проектах используют 
меньшее число образцов, чем в популяционно-генетичес-
ких исследованиях, и их влияние на результирующую ча-
стоту должно быть несущественным, особенно если были 
проанализированы образцы большого числа индивидуумов 
в популяционно-генетических исследованиях. Поэтому из 
анализа мы исключили мутации, которые были генотипиро-
ваны только у нескольких индивидуумов. За исключением 
этого мы считаем, что ExAC можно уверенно использовать 
для оценки частот в таких исследованиях, как наше. Авто-
ры этой базы данных утверждают, что она может исполь-
зоваться в качестве эталонного набора частот аллелей для 
изучения заболеваний. 

Наличие синонимичных мутаций в базе HGMD

95 % всех мутаций из базы HGMD распределялись snpEff 
на две группы: миссенс-мутации и нонсенс-мутации. Од-
нако приблизительно 2,5 % мутаций определялись как си-
нонимические (таблица). Хотя патогенность синонимичных 
вариантов описана в литературе, в большинстве случаев 
синонимичные мутации считаются безвредными. Мы сфо-
кусировались на этой группе как на группе вариантов с наи-
более спорной патогенностью. Утилита polyphen2 вообще 
не выполняет оценку патогенности синонимичных мутаций, 
поскольку опирается в первую очередь на влияние мутации 
на аминокислотную последовательность белка. Утилита 
SIFT позволяет выполнять оценку синонимичных мутаций 
на патогенность, и она определила лишь 4 из 1793 синони-

мичных мутаций как патогенные. Высока вероятность того, 
что остальные 1789 мутаций (~2,5 % всех мутаций в HGMD) 
на самом деле не являются патогенными, поскольку не 
имеют никаких других признаков патогенности.

Анализ синонимичных патогенных мутаций 
в базе HGMD

Только одна из четырех синонимичных мутаций HGMD,
которые были оценены как патогенные инструментом
SIFT, описана в dbSNP [10]. Это мутация 
NM_005228.3:с.2361G>A (NP_005219.2:p.Gln787=) c rsid 
rs1050171. Согласно данным Zhang и соавт. [11], эта му-
тация связана с раком легких, молекулярный механизм 
ее действия не определен. Альтернативный (мутантный) 
аллель А присутствует с частотой около 43 %, согласно 
данным проекта «1000 геномов», представленным в dbSNP. 
База ClinVar [12] определяет этот SNP как непатоген-
ный [13]. Причины определения данной мутации как пато-
генной инструментом SIFT, видимо, связаны с консерва-
тивностью позиции, где произошла мутация. Она распо-
лагается в 3-м положении кодона, которое обычно менее 
консервативно, чем 1-е и 2-е положения и получает мень-
шую оценку. Однако для этой мутации оценка эволюци-
онной консервативности PhyloP Vertebrate, полученная из 
UCSC Genome Browser [14], с оценкой 1-го и 2-го поло-
жения в близлежащих кодонах гораздо выше, чем оценка 
других нуклеотидов, располагающихся в 3-м положении 
кодона, что говорит о высокой консервативности данного 
нуклеотида.
В конце концов, истинную природу этой мутации опре-

делить очень сложно. С одной стороны, существуют дока-
зательства в пользу того, что эта мутация непатогенная: 
данные базы ClinVar, синонимический тип, высокая часто-
та аллельных вариантов в популяции. С другой стороны, 
результаты предсказывания с помощью утилиты SIFT дан-
ных базы HGMD и высокая эволюционная консерватив-
ность — доказательства в пользу патогенности этого вари-
анта. Это пример иллюстрирует сложность предсказания 
патогенности мутации: даже ручной анализ не может обе-
спечить однозначного толкования результатов, поскольку 
тип мутации зависит от выбора инструмента анализа.

Варианты, в которых мутация присутствует только 
в гетерозиготе

Для анализа мутаций, отсутствующих в образцах в гомо-
зиготном состоянии, мы выделили четыре мутации, каж-
дая из которых присутствовала в гетерозиготе на уровне 
более 75 % и в гомозиготе на уровне менее 5 % (по крайней 
мере в базе ExAC):

1. chr1:1650845G>A (rs1059831, ген CDK11A, HGMD 
фенотип: связана с диабетом 2-го типа) [15],

2. chr2:112614429G>A (rs72936240, ген ANAPC1, HGMD 
фенотип: дефицит белка, связанный с риском возникнове-
ния рака) [16],

3. chr7:142458451A>T (rs111033566, ген PRSS1, HGMD 
фенотип: наследственный панкреатит) [17],

4. chr17:7197581G>T (rs189257850, ген YBX2, HGMD 
фенотип: связана с мужским бесплодием) [18].
Мутации 2 и 3 никогда не были представлены в гомози-

готе ни для одной популяции, мутация 1 была представлена 
в гомозиготе только в одном из 8 209 образцов в южно-
азиатской популяции. Для мутации 4 по непонятным при-
чинам было генотипировано всего 203 образца, тогда как, 
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например, для мутаций 1–3 — приблизительно 60 000. Для 
мутации 4 как гомозиготы были описаны 1 человек из 52 в 
восточноазиатской популяции и 13 из 62 — в латиноаме-
риканской.
Объяснение существования этих мутаций в основном 

в гетерозиготе, возможно, связано с тем, что данные му-
тации в гомозиготе приводят к летальному исходу или, по 
крайней мере, не могут быть унаследованы. На основе 
анализа фенотипов мутации 2 и 4 могут быть исключены 
как гомозиготы вследствие ранней смерти или бесплодия 
носителей. Мутация 4 является самой интересной, однако, 
это единственный вариант который не был широко гено-
типирован. Трудно понять, почему данная мутация имеет 
высокую частоту в одной из популяций и почему количес-
тво проанализированных индивидуумов в популяции на-
столько мало. Поскольку количество проанализирован-
ных лиц невелико, то, возможно, что эти данные о часто-
те были получены из анализа пациентов с заболеванием 
(см. выше описание особенностей базы ExAC), поэтому 
никаких предсказаний для этого варианта нельзя сделать. 
Мутация 2 может быть описана как летальная в состоянии 

гомозиготы. Мы предполагаем, что хотя мутации 1 и 3 не-
очевидно приводят к смерти, имеющиеся данные свиде-
тельствуют, что эти мутации в гомозиготе приводят к смер-
тельному исходу или к бесплодию.

ВЫВОДЫ

Определение патогенности мутации является сложной 
задачей. Иногда ни автоматизированный, ни ручной ана-
лиз не дают возможности отнести ее к числу однозначно 
патогенных или безвредных. Однако в отсутствие экспе-
риментальных данных по изучению трансгенных организ-
мов с изучаемой мутацией существующие базы данных 
все же могут быть полезны для анализа патогенности, но 
необходимо пользоваться ими с осторожностью. Автома-
тическое использование этих баз ограничено качеством 
данных, представленных в них. Важно вручную проверять 
утверждения о патогенности мутации, сделанные в экспе-
риментальных статьях, особенно если они не согласуются 
с предсказанием, сделанным базой.
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СТАТЬЯ    КАРДИОЛОГИЯ

А. В. Балацкий1     , Ф. Р. Чотчаева2, Ю. С. Пиневич2, Л. М. Самоходская1, В. А. Ткачук2

Полиморфизм гена Т-кадгерина (CDH13) ассоциирован 
с характером манифестации ишемической болезни сердца

T-cadherin gene polymorphism is associated with coronary heart 
disease manifestations

A number of studies have shown that a CDH13-encoded T-cadherin protein, which is a receptor for low density lipoproteins 
and adiponectin, an adipocyte hormone, is associated with atherosclerosis and coronary heart disease (CHD) development. 
Some single nucleotide polymorphisms in CDH13 gene affect the expression of T-cadherin and the levels of adiponectin and 
blood plasma lipids, but the connection between these polymorphisms and CHD development has not been studied yet. In this 
work the role of rs12051272, rs4783244, rs12444338 and rs11646213 single nucleotide polymorphisms in CHD development 
and its manifestations was investigated. The study enrolled men under 55 years of age: 79 patients with stable effort angina 
with no prior myocardial infarction, 107 patients with prior myocardial infarction being the  first manifestation of CHD, and 
99 healthy subjects. All subjects were clinically examined; laboratory tests and genotyping were conducted. The results of 
genotyping were evaluated using SNPStats on-line software. This study has not found a connection between CDH13 gene 
polymorphisms and CHD development. However, it was shown that rs12051272 polymorphism is associated with the specifics 
of the disease onset: GT genotype was detected in 13  (16.5 %) patients with stabile effort angina and only in 3  (2.8 %)
patients with myocardial infarction (odd ratio of 7.54; 95 % confidence interval of 2.01–28.35). Thus, the study demonstrates 
that CDH13 gene polymorphism can affect atherogenesis and CHD manifestations. 

Ряд исследований показал, что белок Т-кадгерин, кодируемый геном CDH13 и являющийся одновременно рецептором 
липопротеидов низкой плотности и адипоцитарного гормона адипонектина, играет роль в развитии атеросклероза 
и ишемической болезни сердца (ИБС). Некоторые однонуклеотидные замены в гене CDH13 влияют на экспрессию 
Т-кадгерина, уровни адипонектина и липидов плазмы крови, однако связь между данными заменами и развитием 
ИБС не исследована. В настоящей работе изучали роль однонуклеотидных замен rs12051272, rs4783244, rs12444338 
и  rs11646213 в развитии ИБС и характере ее манифестации. В исследование включили мужчин в возрасте до 55 лет: 
79 пациентов со стабильной стенокардией напряжения без инфаркта миокарда, 107 человек, перенесших инфаркт 
миокарда как дебют ИБС, и 99 здоровых лиц. Всем исследуемым проводили клинико-лабораторное обследование 
и генотипирование. Результаты генотипирования оценивали с помощью онлайн-программы SNPStats. В настоящей
работе взаимосвязи полиморфизма гена CDH13 с  развитием ИБС не  выявлено, однако показано, что замена 
rs12051272 ассоциирована с характером дебюта заболевания: генотип GT выявили у 13 (16,5 %) пациентов со ста-
бильной стенокардией напряжения и только у 3 (2,8 %) человек с инфарктом миокарда (отношение шансов — 7,54; 
95 % доверительный интервал — 2,01–28,35). Таким образом, показано, что полиморфизм гена CDH13 может влиять 
на процессы атерогенеза и характер манифестации ИБС.

Ключевые слова: Т-кадгерин, CDH13, генетический полиморфизм, липопротеиды низкой плотности, адипонектин, 
ишемическая болезнь сердца, инфаркт миокарда

Keywords:  T-cadherin, CDH13, gene polymorphism, low density lipoproteins, adiponectin, coronary heart disease, 
myocardial infarction
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Ишемическая болезнь сердца  (ИБС) представляет собой 
важнейшую медико-социальную проблему. В  настоящее 
время это заболевание — одна из главных причин смерт-
ности и инвалидности во всем мире [1].
Часто первым проявлением ИБС является острый ко-

ронарный синдром. На  поверхности поврежденной ате-
росклеротической бляшки происходит внутрисосудистый
тромбоз, приводящий к развитию инфаркта миокар-
да  (ИМ)  [2]. Средний размер стеноза инфаркт-связанной 
артерии составляет 48 %  [3], таким образом, пациенты с 
нестабильными бляшками могут не испытывать стенокар-
дии и других симптомов ишемии миокарда, однако имеют 
высокую вероятность развития острого ИМ. В случае, ког-
да атеросклеротическая бляшка и ИБС развиваются по-
степенно, первым проявлением болезни часто становится 
стабильная стенокардия напряжения (ССН).
Механизм формирования нестабильной атероскле-

ротической бляшки изучен не в полной мере. Некоторые 
исследования показали, что важную роль в развитии 
атеросклероза и ИБС играет Т-кадгерин  [4–7]. Т-кадге-
рин  — белок с гликозилфосфатидилинозитидным яко-
рем, относящийся к суперсемейству кадгеринов и являю-
щийся рецептором для липопротеидов низкой плотности 
(ЛПНП) [8], а также высокомолекулярной формы гормона 
жировой ткани адипонектина  [9]. Во многих работах опи-
саны антиатеросклеротические эффекты адипонектина, 
которые возникают благодаря увеличению образования 
в печени липопротеидов высокой плотности, уменьше-
нию концентрации холестерина в атеросклеротической 
бляшке  [10–12], а также подавлению трансформации ма-
крофагов в пенистые клетки  [13]. M. M. Joosten и соавт. 
в своей работе показали, что низкий уровень адипонек-
тина ассоциирован с развитием атеросклероза: снижение 
концентрации адипонектина в сыворотке крови корре-
лировало с множественным атеросклеротическим пора-
жением сосудов  [14, 15]. В то же время X. J. Cai и соавт. 
продемонстрировали, что адипонектин подавляет проли-
ферацию, миграцию и трансформацию адвентициальных 
фибробластов [16], что, вероятно, приводит к истончению 
покрышки атеросклеротической бляшки и повышает риск 
развития ИМ. Т-кадгерин функционирует и как рецептор 
ЛПНП  [8, 17] и, таким образом, независимо от адипонек-
тина вносит свой вклад в формирование нестабильной 
атеросклеротической бляшки.
В  нескольких исследованиях было показано, что од-

нонуклеотидные замены в гене Т-кадгерина (CDH13) мо-
гут влиять на концентрацию адипонектина в крови и тем 
самым принимать участие в механизме развития сердеч-
но-сосудистых заболеваний. Тем не менее данные об ассо-
циации полиморфизма гена CDH13 с ИБС и ИМ практичес-
ки отсутствуют. В настоящей работе мы выбрали четыре 
однонуклеотидные замены в гене CDH13 и исследовали 
связь между ними и развитием ИБС, а также характером 
дебюта данного заболевания. Установлено, что полимор-
физмы rs12051272 (G→T) и rs4783244 (G→T) [18, 19] ассо-
циированы с изменением уровня адипонектина в сыворот-
ке крови. Однонуклеотидная замена rs12444338 (G→T), 
кроме того, связана с изменением активности промото-
ра гена Т-кадгерина  [20], а также с толщиной комплекса 
интима-медиа сонных артерий  [21], что свидетельствует 
о возможном влиянии на атерогенез. Подобных данных 
касательно полиморфизма rs11646213 (А→Т) не  получе-
но [19, 22], однако аллель А ассоциирован со сниженным 
риском развития артериальной гипертензии  (АГ) и повы-
шенным риском развития метаболического синдрома  

[22, 23]. Все исследуемые в работе полиморфизмы ассоци-
ированы с уровнем липидов сыворотки крови [22, 24-26].

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 285 мужчин в возрасте от 
26 до 55  лет. Образцы крови и клинические данные по-
лучены из биобанка факультета фундаментальной меди-
цины МГУ имени М.В.Ломоносова. Все пациенты давали 
информированное согласие на включение в исследование 
в соответствии с требованиями Хельсинкской декларации. 
Группу контроля составили 99 человек — пилотов военной 
авиации, не имевших АГ, дислипидемии и признаков ИБС 
по данным нагрузочных тестов. В группу пациентов с ИБС 
вошли 186 человек с дебютом заболевания в возрасте до 
55 лет. В зависимости от характера дебюта болезни были 
выделены две подгруппы. Критерием включения в 1-ю 
подгруппу (n = 79) была ССН без ИМ, подтвержденная с 
помощью нагрузочных тестов или коронарной ангиогра-
фии. Во 2-ю подгруппу (n = 107) включали мужчин с де-
бютом ИБС в виде клинически, лабораторно (повышение 
уровня маркеров некроза миокарда) и инструментально 
(электро-, эхокардиография, радионуклидная диагности-
ка) подтвержденного ИМ без предшествовавшей ему сте-
нокардии напряжения. Данные коронарной ангиографии 
не служили критерием постановки диагноза ИМ, однако ее 
проводили пациентам с ИМ для дальнейшего лечения или 
при наличии сомнений во взаимосвязи ИМ с коронарным 
атеросклерозом. Критериями исключения из всех групп 
были диагностированные у пациентов нарушение толе-
рантности к глюкозе и сахарный диабет.
У  пациентов диагностировали наличие АГ при значе-

ниях артериального давления выше 140 и 90 мм рт.ст. или 
при проводимой антигипертензивной терапии, дислипиде-
мию — при повышении общего холестерина крови более 
5,3 ммоль/л, ЛПНП — более 3,0 ммоль/л или при прово-
димой на момент дебюта ИБС антигиперлипидемической 
терапии. Пациентов с индексом массы тела 30 и более от-
носили к лицам с ожирением. Использовали показатели, 
полученные при первичном обследовании в момент поста-
новки диагноза ИБС.
Геномную ДНК выделяли с использованием набора 

QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Германия) и робота 
для пробоподготовки QIAcube (QIAGEN, Германия) из ве-
нозной крови, стабилизированной ЭДТА. Генотипирование 
производили с помощью наборов TaqMan SNP Genotyping 
Assays (Applied Biosystems, США).
Достоверность различий качественных признаков 

между группами оценивали с использованием крите-
рия  χ2 с поправкой Йетса. Распределение количественных 
признаков определяли методом Шапиро–Уилка. Призна-
ки, чье распределение было приближено к нормальному, 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента, другие ко-
личественные признаки — с помощью U-критерия Манна–
Уитни. Во  всех случаях достоверными считали различия 
при р <0,05. Данные генотипирования анализировали при 
помощи онлайн-программы SNPStats. Для оценки вероят-
ности развития заболевания при том или ином генотипе 
рассчитывали отношения шансов (ОШ) и соответствую-
щий им 95 % доверительный интервал (ДИ). Информаци-
онный критерий Акаике  (ИКА) использовали для опреде-
ления модели наследования, наиболее соответствующей 
полученным результатам (кодоминантная, доминантная, 
рецессивная, сверхдоминантная и лог-аддитивная)  [27].
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В  табл.  1 и 2 приведены основные факторы риска и их 
частота у лиц, включенных в исследование. Выявленные 
различия между группой пациентов с ИБС и контрольной 
группой по частоте основных факторов риска развития 
сердечно-сосудистых заболеваний, а также по возрасту 
были учтены в математических моделях, описывающих по-
лученные результаты. В то же время между подгруппами 
пациентов не  наблюдали значимых различий по частоте 
основных факторов риска развития сердечно-сосудистых 
заболеваний.
По  частоте разных генотипов не  было выявлено ста-

тистически значимых различий при сравнении групп па-
циентов с ИБС и контрольной, а также при сравнении 
контрольной группы с каждой из подгрупп пациентов (име-
ющих стабильную стенокардию напряжения и перенесших 
инфаркт миокарда).
Однако при сравнении контрольной группы и подгруп-

пы пациентов с ССН без учета влияния традиционных фак-
торов риска (возраста, ожирения, курения, дислипидеми и 
АГ) были выявлены различия частот генотипов полимор-
физмов rs12051272 и rs11646213 (табл. 3, 4).
Для  уточнения роли данных полиморфных маркеров 

было проведено сравнение подгрупп пациентов с ИМ 
и ССН. При  введении в модель традиционных факторов 
риска статистически значимые различия были получе-
ны только для полиморфизма rs12051272, для генотипа 
G/T ОШ (95 % ДИ) развития стабильной стенокардии на-

Факторы риска Контрольная группа, n = 99 Пациенты с ИБС, n = 186

Возраст, лет* 36,0 (32,0; 39,0) 47,0 (44,0; 51,0)#

Дислипидемия 0 (0) 52 (27,96 %)#

Ожирение 7 (7,07 %) 57 (30,65 %)#

Курение 27 (27,27 %) 93 (50,00 %)#

АГ 0 (0) 116 (62,37 %)#

Факторы риска
Контрольная 
группа, n = 99

Пациенты с ССН,
n = 79

Пациенты с ИМ,
n = 107

p1–2 p1–3 p2–3

Возраст, лет* 36,0 (32,0; 39,0) 48,0 (43,0; 51,0) 47,0 (44,0; 52,0) <0,001 <0,001 0,971

Дислипидемия 0 (0) 24 (30,38 %) 28 (26,17 %) <0,001 <0,001 0,64

Ожирение 7 (7,07 %) 29 (36,71 %) 28 (26,17 %) <0,001 <0,001 0,167

Курение 27 (27,27 %) 35 (44,30 %) 58 (54,21 %) <0,05 <0,001 0,235

АГ 0 (0) 53 (67,09 %) 63 (58,88 %) <0,001 <0,001 0,322

Генотип Контрольная группа, n (%) Пациенты с ССН, n (%) ОШ (95 % ДИ) p ИКА

G/G 93 (93,9) 66 (83,5) 1
<0,05 243,5

G/T 6 (6,1) 13 (16,5) 3,05 (1,10–8,45)

Таблица 1. Частота факторов риска в исследуемых группах

Таблица 2. Частота факторов риска у обследуемых контрольной группы и пациентов в подгруппах

Таблица 3. Частота генотипов полиморфизма  rs12051272 гена CDH13 у здоровых испытуемых и у пациентов со стабильной стенокардией напряжения 
без учета влияния факторов риска

Примечание: * — для пациентов с ИБС указан возраст начала заболевания; приведена медиана (интерквартильный размах); # — p <0,001 при сравнении 
с соответствующим показателем контрольной группы.

Примечание:  * — для подгрупп пациентов указан возраст начала заболевания; представлена медиана (интерквартильный размах); p1–2 — уровень стати-
стической значимости различий между контрольной группой и подгруппой пациентов с ССН; p1–3 — между контрольной группой и подгруппой пациентов 
с ИМ; p2–3 — между подгруппами пациентов.

пряжения составило 7,54 (2,01–28,35) (табл. 5). Для поли-
морфизма rs11646213 статистически значимых различий 
не выявлено.
Таким образом, между группой контроля и каждой 

из исследуемых подгрупп статистически значимых раз-
личий не  выявлено, однако была показана ассоциация 
полиморфизма rs12051272 с характером манифеста-
ции ИБС (ИМ или ССН). Данные по частотам генотипов 
rs12051272 суммированы на диаграмме.
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Генотип Пациенты с ИМ, n (%) Пациенты с ССН, n (%) ОШ (95 % ДИ) p ИКА

G/G 104 (97,2) 66 (83,5) 1
<0,001 251,1

G/T 3 (2,8) 13 (16,5) 7,54 (2,01–28,35)

Таблица 5. Частота генотипов полиморфизма rs12051272 гена CDH13 у пациентов со стабильной стенокардией напряжения и с инфарктом миокарда 
с учетом влияния всех рассматриваемых факторов риска

Модель наследования Генотип Контрольная группа, n (%) Пациенты с ССН, n (%) ОШ (95 % ДИ) p ИКА

Кодоминантная

T/T 36 (36,4) 35 (44,3) 1

0,07 245,2A/T 44 (44,4) 38 (48,1) 0,89 (0,47–1,68)

A/A 19 (19,2) 6 (7,6) 0,32 (0,12–0,91)

Доминантная
T/T 36 (36,4) 35 (44,3) 1

0,28 247,4
A/T-A/A 63 (63,6) 44 (55,7) 0,72 (0,39–1,31)

Рецессивная
T/T-A/T 80 (80,8) 73 (92,4) 1

0,023 243,3
A/A 19 (19,2) 6 (7,6) 0,35 (0,13–0,91)

Сверхдоминантная
T/T-A/A 55 (55,6) 41 (51,9) 1

0,63 248,3
A/T 44 (44,4) 38 (48,1) 1,16 (0,64–2,10)

Лог-аддидивная – – – 0,66 (0,42–1,02) 0,058 244,9

Таблица 4. Частота генотипов полиморфизма  rs11646213 гена CDH13 у здоровых испытуемых и у пациентов со стабильной стенокардией напряжения 
без учета влияния факторов риска

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Снижение уровня Т-кадгерина в плазме крови ассоцииро-
вано с выраженностью атеросклеротического поражения 
коронарных артерий и развитием острого коронарного 
синдрома [7], что свидетельствует о возможной связи по-
лиморфизма гена CDH13, влияющего на уровень белка, с 
развитием ИБС и характером ее манифестации. Извест-
но, что полиморфизм rs12444338  (G/T) связан не  только 
с уровнем адипонектина, но и с активностью промотора 
гена CDH13 [20], поэтому именно для этого маркера ожи-
дали наличие ассоциаций с развитием ИБС.
Однако данных, подтверждающих взаимосвязь замен 

rs12444338, rs4783244 и rs11646213 с развитием ИБС 
и характером ее манифестации, получено не  было. По-
хожие результаты представили H.  Morisaki и соавт. для 
rs12444338, не обнаружив его влияния на развитие ИМ, а 
также на уровни ЛПНП и адипонектина [19].
Несмотря на то, что примененные математические мо-    

дели учитывали традиционные факторы сердечно-сосу-
дистого риска (возраст, АГ, курение, ожирение и дисли-
пидемию), особенности контрольной группы не  позво-
лили продемонстрировать ассоциацию полиморфизма 
гена CDH13 с развитием ИБС. Однако была показана ее 
взаимосвязь с характером манифестации заболевания: 
частота генотипа G/T полиморфизма rs12051272 была су-
щественно выше в группе пациентов с ССН без ИМ (16,5 и 
2,8 % соответственно; ОШ — 7,54; 95 % ДИ — 2,01–28,35). 
Полученные данные могут свидетельствовать о возмож-
ной протективной роли аллеля Т, что звучит парадоксаль-
но, поскольку этот аллель связан с более низким уровнем 
адипонектина в плазме крови [19].
Существует ряд возможных объяснений для выявлен-

ной в настоящей работе ассоциации. Во-первых, следует 
отметить, что определение уровня циркулирующего адипо-
нектина у пациентов с ИМ затруднено: он аккумулируется 
в зоне повреждения миокарда, связываясь с Т-кадгери-
ном  [28], таким образом, снижение уровня адипонектина 
при ИМ может быть вторичным  [29]. Кроме  того, адипо-
нектин, возможно, оказывает ряд разнонаправленных эф-

фектов на формирование атеросклеротической бляшки и 
развитие ИМ. С одной стороны, высокий уровень адипо-
нектина предотвращает развитие ИМ посредством нор-
мализации липидного профиля  [10] и подавления транс-
формации макрофагов в пенистые клетки  [13]. С другой 
стороны, в некоторых работах показано, что адипонектин 
подавляет миграцию фибробластов и их трансформацию 
в миофибробласты  [16]. По  такому механизму адипонек-
тин может приводить к истончению фиброзной капсулы 
уже сформировавшейся атеросклеротической бляшки, 
что в конечном итоге приводит к ее разрыву, возникно-
вению атеротромбоза и развитию ИМ. Следует отметить, 
что изменение уровня Т-кадгерина само по себе способно 
влиять на чувствительность к инсулину, активность эндоте-
лиальной синтазы оксида азота, миграцию эндотелиальных 
клеток и ангиогенез [30], сократительную активность глад-
комышечных клеток сосудов и организацию внеклеточного 
матрикса [31]. Все это способно изменить характер тече-
ния атеросклероза.
Имеются данные, что уровень Т-кадгерина (по крайней 

мере, в плазме крови) отрицательно коррелирует с уров-
нем адипонектина у молодых мужчин, тогда как у женщин 
выявлена положительная корреляция  [32]. Ограничением 
проведенного исследования было включение в него только
лиц мужского пола.

ВЫВОДЫ

Показано, что генетически обусловленные изменения в 
экспрессии Т-кадгерина ассоциированы с характером 
дебюта ИБС — инфарктом миокарда или стабильной сте-
нокардией напряжения. Это  свидетельствует о том, что 
Т-кадгерин участвует в процессах атерогенеза и спосо-
бен влиять на стабильность атеросклеротических пора-
жений. Механизм данного влияния может быть связан с 
действием адипонектина или ЛПНП и требует дальнейше-
го изучения. Полученные результаты потенциально имеют 
практическое значение для оценки риска возникновения 
инфаркта миокарда и прогнозирования характера разви-
тия начальных атеросклеротических изменений.
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Диагностические преимущества многосуточного 
Холтеровскoго мониторирования электрокардиограммы 
перед стандартным 24-часовым исследованием

Diagnostic advantages of a long-term Holter ECG monitoring 
compared to a standard 24-hour monitoring

Longer observation periods have been proven to increase the diagnostic value of Holter ECG monitoring for paroxysmal atrial 
fibrillation mainly. The aim of this work was to study the diagnostic efficacy of a long-term ECG monitoring in detecting various 
types of arrhythmias and to assess the uneven distribution of arrhythmias over different observation days. In this study 27 
patients were examined, including 13 men and 14 women with a mean age of 42.8 ± 10.8 years, their complaints suggesting 
various types of tachy- and bradyarrhythmias. Compact recorders and original software were used. ECG recording time 
was 5-7 days. Using quantity criteria characterizing the level of uneven inter-day distribution of arrhythmias, advantages of 
long-term observations over a 24-hour monitoring were confirmed for such arrhythmias as sinus pauses over 2.5 seconds, 
a second degree AV block, paroxysmal supraventricular tachycardia, single and paired ventricular extrasystoles, ventricular 
salvos, ventricular tachycardia.

Повышение диагностической ценности холтеровского мониторирования ЭКГ при увеличении длительности иссле-
дования убедительно доказано в основном в отношении пароксизмальной фибрилляции предсердий. Цель иссле-
дования — изучение диагностической эффективности метода многосуточного мониторирования ЭКГ в выявлении 
различных видов аритмий, оценка неравномерности распределения аритмий между различными сутками наблюдения. 
Обследованы 27 пациентов (13 мужчин, 14 женщин, средний возраст — 42,8 ± 10,8 года) с жалобами, вызывающими 
подозрение на наличие различных видов тахи- и брадиаритмии. В исследовании использованы малогабаритные кар-
диорегистраторы и оригинальное программное обеспечение. Длительность регистрации ЭКГ составила 5–7 сут. С ис-
пользованием предложенных количественных критериев, характеризующих степень неравномерности межсуточного 
распределения аритмий, подтверждены преимущества многосуточных исследований перед 24-часовым наблюдением 
в отношении таких аритмий, как паузы более 2,5 с, АВ-блокада II степени, пароксизмальная суправентрикулярная 
тахикардия, одиночные желудочковые экстрасистолы, парные и групповые желудочковые экстрасистолы, желудоч-
ковая тахикардия. 

Ключевые слова: холтеровское мониторирование, многосуточное мониторирование ЭКГ, аритмия

Keywords: Holter monitoring, long-term ECG monitoring, arrhythmia

Для корреспонденции: Юрий Николаевич Горожанцев
350029, г. Краснодар, ул. 1 Мая, д. 167; ygsoft2002@rambler.ru

Благодарности: автор благодарит Дмитрия Дроздова из Российского университета дружбы народов (Москва) за ценные советы и замечания, 
высказанные им в ходе проведения исследования и подготовки рукописи.

Correspondence should be addressed: Yuriy Gorozhantsev
ul. 1 Maya, d.167, Krasnodar, Russia, 350029; ygsoft2002@rambler.ru

Ю. Н. Горожанцев

Научно-исследовательский институт – Краевая клиническая больница № 1 имени профессора С. В. Очаповского, 
Краснодар

Gorozhantsev YuN

S. V. Ochapovsky Scientific Research Institute – Regional Clinical Hospital No. 1, Krasnodar, Russia

В настоящее время предположение о повышении инфор-
мативности мониторинга ЭКГ при увеличении его длитель-
ности подтверждено в  работах различных авторов. Так, 
G. Senatore и соавт. [1] поставили целью сравнить вероят-
ность выявления бессимптомных рецидивов фибрилляции 
предсердий (ФП) у пациентов, которым была выполнена 

радиочастотная катетерная абляция, при использовании 
непрерывного транстелефонного мониторирования ЭКГ в 
течение 90 дней, при регистрации стандартной ЭКГ через 
12, 24 и 36 ч и на 14, 30 и 120-й дни после абляции и при 
анализе данных 24-часового холтеровского мониториро-
вания на 30-й и 120-й дни после абляции. Было показано, 
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что долгосрочное транстелефонное мониторирование ЭКГ 
позволяет получить больше диагностической информации, 
и по его результатам только 72 % абляций являлись успеш-
ными, тогда как для двух других методов этот показатель 
составил 86 %.

N. Dagres и соавт.  [2] изучали влияние продолжитель-
ности холтеровского мониторирования ЭКГ на эффектив-
ность обнаружения рецидивов ФП после абляции и уста-
новили, что 24-часовое наблюдение выявило  бы 59 %, 
48-часовое — 67 %, 72-часовое — 80 %, а 4-дневная за-
пись — 91 % от того числа пациентов, которое было опре-
делено по завершении всех 7 дней наблюдения. T. Hanke 
и соавт.  [3] сравнивали эффективность и точность оцен-
ки сердечного ритма пациентов после радиочастотной 
катетерной абляции при выполнении стандартного холте-
ровского мониторирования ЭКГ и длительного монитори-
рования с помощью имплантируемого  устройства (IMD — 
Implantable Medical Devices) Reveal XT 9525 (Medtronic Inc., 
США) в течение 3 мес. Синусовый ритм в процессе 24-ча-
сового исследования был зафиксирован в 53 случаях, но 
с  помощью IMD этот факт нашел подтверждение только 
в 34 случаях. D. Jabaudon и соавт. [4] показали, что 7-днев-
ное амбулаторное мониторирование ЭКГ с помощью пет-
левого регистратора позволяет обнаружить эпизоды ФП 
с  большей эффективностью, чем обычная ЭКГ и  стан-
дартное холтеровское мониторирование. Эффективность 
стандартной процедуры записи ЭКГ составляла 2,7 %; хол-
теровское мониторирование позволило дополнительно вы-
явить еще 5 % пациентов среди тех, у которых не получено 
диагностически значимых результатов при анализе обыч-
ной ЭКГ; исследование с помощью петлевого регистратора 
позволило обнаружить еще 5,7 % пациентов с ФП среди 
тех, кто имел нормальные показатели ЭКГ и 24-часового 
холтеровского исследования. D. Andresen и соавт. [5] про-
демонстрировали преимущества длительного мониторин-
га ЭКГ в обнаружении сложных желудочковых тахикардий.
Положительный диагностический опыт применения не-

прерывного многосуточного мониторирования ЭКГ в отно-
шении выявления различных видов аритмий описан рядом 
отечественных исследователей  [6–9]. Метод длительного 
мониторирования ЭКГ с успехом применяется при подборе 
антиаритмической терапии [10, 11].
Следует отметить, что большинство ранее проведенных 

исследований касались такого вида аритмии, как парок-
сизмальная ФП. В меньшей степени рассматривались дру-
гие виды аритмий, в том числе клинически значимые. Мало 
внимания уделено также изучению явления неравномерно-
сти межсуточного распределения аритмий. Недостаточно 
разработаны количественные критерии, демонстрирую-
щие преимущества длительных исследований.
Цель исследования — изучение диагностических преи-

муществ многосуточного холтеровского мониторирования 
перед 24-часовым стандартным исследованием в отноше-
нии выявления различных видов аритмий (за исключением 
ФП), а  также неравномерности распределения аритмий 
между различными сутками наблюдения.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Обследованы 27 пациентов (13 мужчин, 14 женщин), сред-
ний возраст составил 42,8 ± 10,8 года. Критерии включе-
ния в исследование: жалобы на редкие, 1–4 раза в неделю, 
субъективные проявления аритмии, такие как внезапные 
приступы сердцебиения, резко выраженные ощущения 

перебоев в  работе сердца, потери сознания, внезапные 
кратковременные головокружения высокой интенсивно-
сти. Все пациенты дали письменное согласие на использо-
вание их личных данных в исследовании.
Для проведения многосуточного мониторирования ЭКГ 

были использованы малогабаритные 3-канальные реги-
страторы «Махаон-03» («Альтоника», Россия), позволяю-
щие производить 7-суточную запись без смены элемента 
питания. Обработку полученных записей осуществляли 
с  использованием оригинального, разработанного нами 
программного обеспечения. Оно позволяет обрабаты-
вать и анализировать 3-канальную запись длительностью 
до 7  сут одномоментно (в  один проход), без разделения 
ее на отдельные 24-часовые фрагменты. Предварительно 
программное обеспечение было протестировано на базе 
данных ЭКГ MIT-BIH  [12–14] по общепринятой методи-
ке  [15]. Показатели точности автоматического обнаруже-
ния зубцов R составили: чувствительность (SE) — 99,56 % 
и  ценность положительного результата (+P) — 98,67 %. 
Проведено также тестирование на базе данных Россий-
ского общества холтеровского мониторирования и неин-
вазивной электрофизиологии [16] со следующими показа-
телями точности определения зубцов R: чувствительность 
(SE)  — 99,8  % и  ценность положительного результата 
(+P) — 99,5 %.
Распределение пациентов по длительности регистра-

ции ЭКГ: 21 пациент — 7 сут, 5 — 6 сут, 1 пациент — 5 сут. 
Средняя длительность проведенных исследований соста-
вила 6 сут 17 ч (161 ч).
Анализировали семь видов аритмий: паузы более 2,5 с, 

АВ-блокада II степени, суправентрикулярные экстрасисто-
лы (включая парные и  групповые),  пароксизмальная су-
правентрикулярная тахикардия, одиночные желудочковые 
экстрасистолы, парные и групповые желудочковые экстра-
систолы, желудочковая тахикардия.
В каждом случае длительность исследования условно 

разделяли на 24-часовые отрезки, затем подсчитывали 
в них количество тех или иных нарушений ритма и прово-
димости. Далее анализировали степень неоднородности 
возникновения аритмий по дням наблюдения на основе 
различий их количества в каждом из суточных отрезков, 
составляющих время наблюдения.
Для количественной оценки полученных результатов ис-

пользовали следующие, предложенные нами показатели:
– КП1bпозитивное количество пациентов — число паци-

ентов, у которых данный вид аритмии обнаруживался толь-
ко в один из 24-часовых отрезков, в то время как в течение 
остальных суточных участков данная аритмия не обнару-
живалась вовсе;

– доля КП1bпозитивного количества пациентов — про-
центная доля пациентов, имеющих всего одни диагности-
чески значимые сутки, от числа всех пациентов, у которых 
данный вид аритмии был обнаружен. Например, анализи-
руемый вид аритмии был обнаружен у 7 пациентов, при 
этом у 2 из них аритмия была только в течение одних суток 
из всего времени наблюдения. Тогда доля КП1-позитивно-
го количества пациентов составит 28,5 %;

– КП1bнегативное количество пациентов — число па-
циентов, у которых данный вид аритмии не регистрировал-
ся в течение хотя бы одних суток, но был документирован 
в другие дни; 

 – доля КП1bнегативного количества пациентов — про-
центная доля пациентов, имеющих хотя бы одни сутки, сво-
бодные от данного вида аритмии, от числа всех пациентов, 
у которых данный вид аритмии был обнаружен. Например, 
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изучаемая аритмия обнаружена у 8 пациентов, при этом 
у 5 из них были хотя бы одни сутки, в течение которых эта 
аритмия не регистрировалась. Доля КП1-негативного ко-
личества пациентов составит 62,5 %;

– ВО24  — вероятность обнаружения данного вида 
аритмии в том случае, если бы исследование проводилось 
в течение только 24 ч. Значение показателя для каждого 
пациента вычислялось как процентное отношение числа 
дней, в которые аритмия была обнаружена, к общему числу 
дней наблюдения. Например, если аритмия обнаружива-
лась только в трех из шести 24-часовых отрезков (6-суточ-
ное исследование), то ВО24 составит 50 %;

– КВ — коэффициент вариации, показатель неодно-
родности. Рассчитывался как отношение стандартного 
отклонения количества аритмий в каждый из дней к сред-
несуточному их количеству у данного пациента.

Показатели
Суправен-
трикулярные 
экстрасистолы

Одиночные 
желудочковые 
экстрасистолы

Пароксизмальная 
суправентрикуляр-
ная тахикардия

Паузы 
более 
2,5 с

АВ-бло-
када II 
степени

Парные и группо-
вые желудочковые 
экстрасистолы

Желу-
дочковая 
тахикардия

Среднее по 
всем видам 
аритмий

Количество пациен-
тов с данным видом 
аритмии

27 26 15 3 3 13 5 -

КП1-позитивное ко-
личество пациентов

0 2 7 2 1 8 3 -

Доля КП1-позитив-
ного количества 
пациентов, %

0 7,7 46,7 66,7 33,3 61,5 60 39,4

КП1-негативное ко-
личество пациентов

3 15 13 2 3 12 5 -

Доля КП1-негатив-
ного количества 
пациентов, %

11,1 57,7 86,7 66,7 100,0 92,3 100,0 73,5

ВО24, % (средняя 
величина)

98,4 71,2 39,8 29,4 55,6 33,2 31,9 51,4

Характеристики обнаружения различных видов аритмий при длительном исследовании

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты анализа данных, полученных при непрерыв-
ном многосуточном холтеровском мориторировании ЭКГ, 
представлены в таблице.
Использование предложенных нами количественных 

показателей позволило продемонстрировать диагности-
ческие преимущества многосуточной записи ЭКГ перед 
традиционным 24-часовым наблюдением. Из таблицы вид-
но, что при стандартном диагностическом исследовании 
возможны отрицательные результаты в отношении выяв-
ления потенциально опасных аритмий. 
При обобщении результатов по всем анализируемым 

видам аритмий были получены следующие усредненные 
показатели. Вероятность обнаружения аритмии в течение 
24-часового наблюдения составила 51,4  % по отноше-
нию к многосуточным исследованиям. Доля случаев, ког-
да аритмия обнаруживалась только в одни сутки из всего 
времени наблюдения, составила 39,4 %. В 73,5 % случаев 
обнаруживались хотя бы одни сутки, когда искомая арит-
мия полностью отсутствовала.
Коэффициент вариации количества аритмий соста-

вил в  среднем 156,9, что пятикратно превышает обще- 
принятый уровень порога данного показателя для равно-
мерного процесса.

Отдельные наблюдения иллюстрируют неравномер-
ность распределения аритмических эпизодов между 
сутками.
Пациент С., 46 лет, обратился к кардиологу ККБ № 1 

с жалобами на эпизоды внезапного сердцебиения продол-
жительностью от нескольких секунд до нескольких минут, 
возникающие с периодичностью 1–2 раза в неделю пре-
имущественно в вечернее и ночное время суток. Данные 
жалобы беспокоили пациента примерно в  течение года. 
Несмотря на то что, кроме ощущения сердцебиения, дру-
гих нарушений самочувствия во время приступа не наблю-
далось, данные симптомные эпизоды вызывали у пациента 
значительный психологический дискомфорт. Было заподо-
зрено наличие желудочковых нарушений ритма. Накануне 
пациенту выполнялось 24-часовое исследование, во время 
которого были зарегистрированы лишь единичные супра-
вентрикулярные экстрасистолы. Пациенту было выполнено 
7-суточное холтеровское мониторирование. При анализе 
записи на 4-е сутки исследования обнаружен единствен-
ный за все 7 сут наблюдения пароксизм суправентрикуляр-
ной тахикардии с ЧСС до 145 в минуту длительностью 5 с 
(рис. 1), который совпал с субъективными ощущениями па-
циента. В результате удалось доказать низкую опасность 
аритмических эпизодов у данного пациента, что позволило 
отказаться от запланированной агрессивной антиаритми-
ческой терапии.
Пациент Л., 32 года, обратился к кардиологу ККБ № 1 

с жалобами на периодические кратковременные эпизоды 
головокружений и  предобморочных состояний, возника-
ющие внезапно примерно 1  раз в  неделю. На 6-е сутки 
7-суточного исследования у  пациента возникло ощуще-
ние внезапного головокружения высокой интенсивности, 
что совпало с обнаруженным в процессе анализа записи 
эпизодом, состоящим из двух следующих друг за другом 
пауз ритма продолжительностью 2,8 и 3,1 с (рис. 2). Этот 
эпизод угнетения активности синусового узла оказался 
единственным случаем брадикардии на протяжении всей 
7-суточной записи. По результатам исследования пациент 
направлен к  хирургам для решения вопроса о целесо-
образности имплантации ЭКС.
Пациентка  П., 62 года, обратилась к  кардиологу 

ККБ № 1 c жалобами на периодические кратковременные 
возникающие внезапно ощущения толчков, дискомфор-

КВ, средняя 
величина

61,4 106,7 181,8 203,3 147,5 198,5 199 156,9
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Рис. 3. Единственный пароксизм желудочковой тахикардии на 4-е сутки 7-суточного исследования

Рис. 2. Следующие друг за другом паузы длительностью 2,8 и 3,1 с вследствие угнетения активности синусового узла

та и давления в груди без связи с физической нагрузкой. 
Указанные жалобы беспокоили пациентку в  течение не-
скольких месяцев с периодичностью 1–2 раза в месяц, но 
на момент обращения участились до 2–3 раз в неделю. Для 
исключения связи жалоб с  заболеваниями сердечно-со-
судистой системы выполнено 7-суточное исследование, 
в  процессе которого на 4-е сутки документирован един-
ственный эпизод желудочковой тахикардии (рис. 3), под-
твержденный жалобами пациентки. Пациентка направлена 
к кардиологу для назначения антиаритмической терапии.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Повышение диагностической ценности мониторинга ЭКГ 
при увеличении его длительности описано в работах раз-
личных авторов. Увеличение длительности наблюдения до-
стигалось различными способами, но все они приводили 
к положительным результатам и повышению информатив-
ности исследований. Вместе с тем недостаточное внима-
ние уделялось изучению степени выраженности явления 
межсуточной неравномерности распределения аритмий. 
Полученные результаты, по нашему мнению, свидетель-
ствуют о  том, что у  пациентов с  редкими клиническими 
проявлениями нарушений ритма сердца распределение 
аритмий по суткам наблюдения характеризуется выра-
женной неравномерностью. При этом достаточно боль-
шую долю составляют случаи полного отсутствия искомых 
аритмий в течение нескольких суток наблюдения, а также 
случаи, когда нарушения ритма фиксировались в  тече-
ние только одних суток из всего времени мониторинга. 

Рис. 1. Единственный пароксизм суправентрикулярной тахикардии на 4-е сутки 7-суточного исследования

Столь выраженная степень неравномерности указыва-
ет на весьма высокую вероятность ложноотрицательных 
диагностических результатов у  этой группы пациентов 
в  том случае, если в  качестве диагностического меро-
приятия будет проведено только однократное 24-часовое 
холтеровское мониторирование.
Увеличение длительности исследования до 7  сут зна-

чительно повышает вероятность обнаружения различного 
рода аритмий. Учитывая полученные нами данные, можно 
утверждать, что это касается не только пароксизмальной 
ФП, но и других видов аритмии. Однако надо отметить, что 
с экономической точки зрения длительное исследование 
требует больших затрат по сравнению с 24-часовым на-
блюдением. По этой причине, по-видимому, нельзя реко-
мендовать 7-суточный мониторинг в  качестве рутинного
исследования — для использования во всех случаях вмес-
то 24-часового.
Проведение исследований увеличенной длительности 

(до 7 сут) может быть целесообразно в случаях неинфор-
мативности 24-часового мониторирования у  пациентов 
с  типичными, ярко выраженными жалобами и  редкими 
(1–4 раза в неделю) проявлениями нарушений ритма и про-
водимости.
Неинвазивное 7-суточное исследование, безусловно, 

уступает имплантируемым устройствам в длительности ре-
гистрации, но при этом имеет ряд преимуществ по другим 
характеристикам: не требует операции для установки им-
плантируемого регистратора, намного дешевле с экономи-
ческой точки зрения, регистратор является многоразовым, 
есть возможность осуществлять непрерывную, а не фраг-
ментарную запись ЭКГ.
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ВЫВОДЫ

Предложенные нами количественные критерии позволяют 
достаточно объективно оценить межсуточное распределе-
ние аритмий и наглядно демонстрируют неравномерность 
проявления аритмий. 
У пациентов с редкими симптомами аритмии имеет ме-

сто значительная неравномерность распределения арит-
мий между различными днями наблюдения. Как оказалось, 
это касается не  только пароксизмальной фибрилляции 
предсердий, но и других видов аритмий.
В процессе проведения сверхдлительных 5-, 6-, 7-суточ-

ных холтеровских исследований появляется возможность 

извлечения значительно большего объема диагностиче-
ской информации по сравнению с мониторированием ЭКГ 
в течение 24 ч. Существенно повышается вероятность об- 
наружения аритмий в случае их редкого проявления (1–4
раза в  неделю). В особенности это касается клинически
значимых видов аритмий, таких как паузы более 2,5  с, 
АВ-блокада II степени, пароксизмальная суправентрику-
лярная тахикардия, парные и  групповые желудочковые 
экстрасистолы, желудочковая тахикардия. При этом диа-
гностические преимущества в отношении суправентрику-
лярной экстрасистолии представляются сомнительными.
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ОБЗОР     БИОМЕТРИЯ

ECG-BASED BIOMETRIC IDENTIFICATION: SOME MODERN APPROACHES

БИОМЕТРИЧЕСКАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ, ОСНОВАННАЯ НА ЭКГ: НЕКОТОРЫЕ 
СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ

Уникальность электрической активности сердца каждого человека побуждает использовать электрокардиограмму 
в качестве биометрического параметра в различных системах безопасности и аутентификации в связи с легкостью 
и дешевизной извлечения сигнала, а  также сложностью его подделки и недобровольного извлечения. На данный 
момент применяют различные подходы к исследованию возможности идентификации человека по ЭКГ. Режим иден-
тификации включает в себя следующие стадии: сбор данных, обработка, извлечение характерных признаков, клас-
сификация. На каждом из этих этапов группы исследователей используют различные математические алгоритмы: 
метод главных компонент, вейвлеты, нейронные сети и т. п. В статье рассмотрены наиболее значимые исследования 
в области идентификации человека по ЭКГ. Проведено сравнение результатов и точности концептуальных подходов.

The uniqueness of electrical activity of every human heart prompts us to use the ECG as a biometric parameter in various 
security and authentication systems as it is easy and cheap to extract the signal and difficult to fake it or obtain nonconsensually. 
At the moment various approaches to researching a  possibility of  human identification by ECG are used. Identification 
mode includes the following stages: data collection, procession, feature extraction, classification. Researchers use different 
mathematical algorithms at every stage: principal component analysis, wavelets, neural networks, etc. This article reviews the 
most significant studies of ECG based human identification and compares their results and accuracy of conceptual approaches.

Keywords: ECG, identification, classification, biometrics
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В современную эпоху технологической оснащенности про-
блема безопасности имеет особенное значение. Рост раз-
личных областей индустрии, сетевой интеграции, бурное 
развитие информационных технологий заставляют искать 
новые, в том числе  направленные на личность человека 
способы охраны информации.
Различным приложениям часто необходимо идентифи-

цировать человека — отождествить неизвестную личность 
с известной из базы данных, сравнить «один ко многим», 
а также верифицировать человека, т. е. проверить, явля-
ется ли этот человек тем, за кого себя выдает, сравнить 
«один к одному» с определенным образцом. Такие задачи 
встречаются повсеместно, начиная от компьютерных си-
стем и оканчивая системами предоставления различного 
уровня допуска на закрытых или корпоративных объектах. 

Отдельный интерес представляют бытовые задачи иденти-
фикации членов семьи. Традиционные парольные и иден-
тификационные системы имеют ряд недостатков. Пароль 
можно забыть, выведать, такие системы легко взломать. 
Идентификационный «ключ» нужно всегда носить с собой. 
Подобное неудобство использования в совокупности с вы-
сокими шансами для злоумышленника завладеть паролем 
или физическим идентификатором и, кроме того, невоз-
можность идентифицировать человека без определенных 
физических носителей заставляют искать новые подходы 
к данной проблематике.
Биометрия (с  греч. «измерение жизни») предполагает 

систему распознавания человека по одной или нескольким 
физиологическим или поведенческим чертам  [1]. Биоме-
трическими характеристиками могут выступать различные 
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черты, которые в  той или иной степени удовлетворяют 
следующим параметрам: универсальность, уникальность, 
постоянство, измеряемость, производительность, прием-
лемость, устранение (простота использования замены) [2].
В настоящее время используют такие биометрические 

характеристики, как отпечаток пальца, лицо, радужная 
оболочка, геометрия ладони, голос, ДНК, термограмма 
лица, подпись, походка, форма губ и  т.  д.  [3–12]. Пре-
имущества и  недостатки данных характеристик связаны 
с  параметрами, перечисленными выше  [13]. Так, напри-
мер, при идентификации или верификации по ДНК почти 
невозможно совершить ошибку, а образцы можно исполь-
зовать и в  криминалистике, однако этот метод требует 
специального лабораторного оборудования. Аналогично 
с  отпечатками пальцев: несмотря на то, что прибор для 
регистрации может быть достаточно миниатюрным в отли-
чие от используемого при определении по ДНК, отпечатки 
со временем или под действием других факторов могут 
измениться. Таким образом, применение различных био-
метрических идентификаторов определяется в  первую 
очередь целями, а  также ограничениями и  ресурсами 
в рамках конкретной задачи.
В  последнее время ученые сосредоточены на раз-

работке нового вида биометрического распознавания, 
а именно на такой физиологической характеристике чело-
века, как электрическая активность сердца. В частности, 
электрокардиограмма (ЭКГ) становится подходящим мето-
дом для приложений, требующих защиты средней степени, 
в связи с простотой получения сигнала и его дешевизной, 
а также сложностью подделки и недобровольного извле-
чения. Индивидуальность ЭКГ складывается под влиянием 
различных физиологических факторов, таких как анатомия 
сердца, вес, пол, размер грудной клетки, возраст, состоя-
ние здоровья и других. Со временем или под действием 
болезней сердца его электрическая активность меняется, 
и  в  качестве долгосрочного биометрического параметра 
использовать ЭКГ не представляется разумным. Так, на-
пример, канадская компания Bionym анонсировала разра-
ботку электронного браслета Nymi, который будет снимать 
электрокардиограмму с пользователя каждый день, вери-
фицировать его и  допускать до определенных объектов 
инфраструктуры (мобильный телефон, компьютер, номер 
в отеле, машина и т. п.). В целях идентификации наиболее 
вероятно применение ЭКГ при работе с различными база-
ми данных — развитие телемедицинских технологий позво-
ляет накапливать огромные массивы информации, в том 
числе данных ЭКГ пациентов. В случаях, когда операторы 
или врачи некорректно заполняют данные о пациенте (не-
точно указывают фамилию, год рождения и т. д.), иденти-
фикация подобных записей позволила бы лучше следить 
за динамикой болезни пациентов.
Еще одна возможная сфера применения находится на 

пересечении небольшого и  постоянного числа пользова-
телей определенных приборов для снятия ЭКГ: например, 
в различных медицинских учреждениях для удобства па-
циентам достаточно будет просто снять ЭКГ, а идентифи-
кационная система сама решит, кто именно сделал запись. 
Идентификация также способна облегчить пользование 
приборами для снятия ЭКГ дома: на рынок уже вышли гад-
жеты в виде чехла к телефону, способные снимать элек-
трическую активность сердца пациента и  отправлять ее 
врачу по сети Интернет.
Ниже будут рассмотрены основные принципы построе-

ния биометрических идентификационных систем, различ-
ные подходы к идентификации человека по ЭКГ. Описано 

Формирование сигнала ЭКГ

Электрокардиограмма  — кривая изменения во време-
ни суммарного электрического потенциала, возникаю-
щего в сердечной мышце за счет движения ионов через 
мышечную мембрану  [3]. В  практической медицине ме-
тод ЭКГ относят к  одному из самых распространенных, 
что объясняется не  только количеством сердечно-со-
судистых заболеваний, но и  высокой степенью инфор-
мативности и  верного диагностирования заболевания.
В кардиологической практике ЭКГ чаще всего измеря-

ется в нескольких отведениях, которые несут информацию 
о разности потенциалов между двумя определенными точ-
ками электрического поля сердца с установленными в них 
электродами. Каждое из отведений преимущественно от-
ражает состояние участков сердечной мышцы определен-
ной локализации.

Основные принципы построения систем 
идентификации человека по ЭКГ

Процессу идентификации присущи следующие стадии:
– сбор исходных данных;
– предобработка сигнала (фильтрация и т. д.);
– извлечение характерных признаков, их обработка и 
 
–     
сформированных шаблонов.
После этого принимают решение об идентификации, ис-
пользуя разнообразные алгоритмы классификации.
Однако самая трудная проблема при идентификации — 

это выделение признаков, которые действительно характе-
ризуют объект. Именно здесь исследователи используют 
различные подходы. Основной метод состоит в  том, что 
множество таких признаков (дескрипторов) формирует 
вектор, который можно сравнивать с другими, используя 
различные математические методы.
Существуют подходы, основанные на выделении таких 

параметров, как амплитуды, углы, вертикальные и  гори-
зонтальные составляющие сегментов ЭКГ-сигнала [15, 16].
Другой подход связан с  выделением аналитических 

признаков, в качестве которых выступают коэффициенты 
разложения сигнала в различных базисах: Фурье [17], вейв-
леты, коэффициенты линейного предсказания  [18] и т. д.
На самом этапе идентификации применяют стандарт-

ные методы классификации. Самый простой из них — ме-
тод «к ближайшему центру». Он помечает новый входной 
вектор признаков меткой того класса, который дает ми-
нимальное расстояние до центра этого класса. Другой 
распространенный метод — «К-ближайших соседей» — 
основан на принципе присвоения объекта самому рас-
пространенному классу среди соседей данного элемента. 
Для распознавания также часто используют метод опор-
ных векторов и нейронные сети [19].

Сравнение и результаты

Одной из первых научных работ, показавшей возможность 
использования ЭКГ в целях идентификации, стала статья 

сравнение поступающего шаблона с  базой данных     
  создание шаблона;

разнообразие математических аппаратов. Представлены 
результаты основных работ.
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коллектива авторов под руководством L. Biel  [15]. В ходе 
экспериментов на 20 здоровых испытуемых было проде-
монстрировано, что для качественной идентификации при 
снятии ЭКГ достаточно использовать одно отведение из 
стандартных двенадцати.
В качестве основы для анализа ЭКГ-сигнала взяли 30 

параметров, характеризующих форму сигнала, которые 
обычно используют для диагностики заболеваний. Было 
проанализировано, насколько каждый из них коррелирует 
друг с другом, что позволило сократить число параметров 
и  выбрать наиболее индивидуальные. Самой успешной 
признали комбинацию, где каждого индивидуума характе-
ризовал (классифицировал) набор (вектор) из восьми по-
казателей (переменных)  (рис. 1). Для учета вариативности 
изменения параметров у  каждого человека наборы этих 
показателей брали в различное время. 
Для идентификации использовали так называемый ме-

тод формального независимого моделирования аналогий 
классов SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy), 
широко используемый, например, в хемометрике для клас-
сификации спектроскопических данных, а также позволя-
ющий работать с большим числом параметров [20]. Задачи 
и  алгоритмы классификации часто перекликаются с  за-
дачами идентификации, если представить требуемый для 
идентификации объект некоторым классом.
Первым шагом в SIMCA служит еще более распростра-

ненный метод главных компонент PCA (Principal Component 
Analysis), который, по сути, является математическим спо-
собом понижения размерности или сжатия данных  [21]. 
В результате перехода от большого количества перемен-
ных к  новому представлению со значительно меньшей 
размерностью часто удается упростить данные на поряд-
ки, например от 1000 переменных перейти всего к двум. 
При этом не происходит потери данных, все переменные 
учитываются. В то же время несущественная для анализа 
часть данных определяется и отделяется как шум. Найден-
ные главные компоненты дают представление о  скрытых 
переменных, управляющих устройством данных. Таким об-
разом, пространство из показателей ЭКГ, характеризую-
щее каждого человека, проецируется на направление глав-
ных компонент, в данной работе — на плоскость, каждая 
точка которой соотносится с определенным индивидуумом 
или, используя математический язык, классом. В  этом 
пространстве уже можно проводить классификацию.
По  методу SIMCA после построения PCA-декомпози-

ции вычисляют расстояния между классами, а также рас-
стояния от каждого класса до нового объекта. В качестве 
таких метрик используют две величины. Расстояние 

Метод LDA  — один из старейших статистических 
методов  [23], который применяют для нахождения 
линейных комбинаций признаков, наилучшим образом 
разделяющих два объекта или более. Как и PCA, его ча-
сто используют в  качестве классификатора или сокра-
щения размерности. Изначально Y.  Wang исследовал, 
какой из методов наиболее эффективен в  качестве ал-
горитма, понижающего число характеристик ЭКГ-сиг-
нала в  разрезе двух простейших классификаторов: ме-
тод «K-ближайших соседей» (класс классифицируемого 
объекта  — это класс, наиболее часто встречающийся 
среди K-ближайших соседей) и  метод «к  ближайшему 
центру» (чем ближе классифицируемый объект распо-
ложен к  «центру тяжести» группы объектов известного 
класса, тем вероятнее он принадлежит данному классу). 
Было показано, что наилучший результат дает использо-
вание алгоритма главных компонент при классификации 
методом «K-ближайших соседей». При совместном ие-
рархическом применении алгоритмов LDA и PCA Y. Wang 
достиг 98,9 % точности распознавания. В экспериментах 
участвовали 13 испытуемых, идентификацию проводили 
несколько раз в  разное время и  в  различных условиях.

Рис. 1. Комбинация параметров ЭКГ [15] Рис. 2. Сигнал, выравненный по R-пику [22]
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от объекта до класса рассчитывают как среднеквадратич-
ное значение остатков, возникающих при проецировании 
объекта на класс. Вторая величина определяет расстоя-
ние от объекта до центра класса и вычисляется как размах 
(квадрат расстояния Махаланобиса). В этом пространстве 
задают классификационное правило, и  появляется воз-
можность для идентификации.
Результаты идентификации человека по ЭКГ в ходе ра-

боты L. Biel зависели от числа параметров ЭКГ, которые 
брали для исследования. В среднем ученые достигали 49 
верных идентификаций из 50.
Следующей работой стало исследование S. A. Israel

совместно с коллегами [16]. Было установлено, что психо-
логическое состояние испытуемых не влияло на результат 
идентификации. Примечательно, что в  качестве метода 
редуцирования пространства исследуемых параметров 
авторы использовали алгоритм линейного дискриминант-
ного анализа LDA (Linear Discriminant Analysis). Работу ал-
горитма LDA в  сравнении с  алгоритмом метода главных 
компонент, а также в их комбинации, исследовал Y. Wang 
с коллегами [22].
В своей работе Y. Wang также использовал координат-

ные параметры ЭКГ (амплитуды, углы, расстояния) в качес-
тве основы для классификации, однако отличительной 
особенностью было выравнивание каждого комплекса по 
R-пику (рис. 2).
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Отдельный интерес представляют методы, основанные 
на выделении аналитических признаков, а также класси-
фикация посредством нейронных сетей. Такое исследова-
ние было проведено в 2010 г. группой ученых под руковод-
ством J. L. Ch. Loong [18]. У 15 испытуемых регистрировали 
ЭКГ в одном грудном отведении. Алгоритмами для анали-
тического представления сигналов ЭКГ и  дальнейшего 
сравнения их работы между собой выступали два базиса: 
вейвлеты и коэффициенты линейного предсказания.
В основании алгоритма декомпозиции вейвлет-пакетов 

WPD (Wavelet Packet Decomposition) лежит термин «вейв-
лет», который ввели А. Гроссман и Ж. Морле в середине 
80-х гг. прошлого века в связи с анализом свойств сейс-
мических и акустических сигналов  [24]. Алгоритмы, осно-
ванные на вейвлет-преобразованиях (wavelet  transform), 
также используют для анализа электрокардиограмм. 
Вейвлет-преобразование является инструментом, разби-
вающим данные на составляющие с разными частотами. 
Каждую из частот затем изучают с  необходимым разре-
шением. Таким образом, вейвлет-преобразование — это 
инструмент для частотно-временной локализации осо-
бенностей сигнала. К достоинствам метода WPD относят 
высокую скорость декомпозиции, универсальность и воз-
можность менять уровень декомпозиции. Однако метод 
не поддается автоматизации: для нахождения наилучшей 
декомпозиции необходимо вручную рассматривать нес-
колько уровней WPD. Другой недостаток связан с основой 
вейвлет-анализа  — необходимостью выбора базисного 
вейвлета в зависимости от характера исходного времен-
ного ряда.

J. L. Ch. Loong и  соавт., используя метод WPD, под-
вергали сигнал 5-кратной обработке вейвлетами Добеши 
4-го порядка, получив в общей сложности 50 параметров, 
которые использовали в  качестве набора признаков для 
идентификации.
Алгоритм кодирования с  линейным предсказанием 

LPC (Linear Predictive Coding) обычно применяют при мо-
делировании различных параметров человеческой речи, 
которые передаются вместо отсчетов или их разности, 
требующих значительно большей пропускной способности 

Каждый нейрон в нейронной сети осуществляет преоб-
разование входных сигналов в выходной и связан с други-
ми нейронами. Входные нейроны формируют так называ-
емый интерфейс нейронной сети. Информация вводится 
в нейронную сеть через входной слой, принимающий сиг-
налы. Все слои нейронной сети обрабатывают сигналы до 
тех пор, пока они не достигнут выходного слоя, генериру-
ющего выходные сигналы.
Задача ИНС — преобразование информации требуе-

мым образом. Для этого сеть предварительно обучается. 
При обучении используют идеальные (эталонные) значения 
пар «входы–выходы» или «учителя», который оценивает 
поведение нейронной сети. Для обучения используют так 
называемый обучающий алгоритм. Ненастроенная нейрон-
ная сеть не способна отображать желаемого поведения. 
Обучающий алгоритм модифицирует отдельные нейроны 
сети и  веса ее связей таким образом, чтобы поведение 
сети соответствовало желаемому поведению. Основная 
идея метода, применявшегося в  исследовании, состоит 
в распространении сигналов ошибки от выходов сети к ее 
входам в направлении, обратном прямому распростране-
нию сигналов в обычном режиме работы.
При  сравнении работы двух вышеописанных подхо-

дов алгоритм кодирования с  линейным предсказанием 
показал лучшие результаты против метода вейвлет-
декомпозиции со значениями точности распознавания 
99,5 и 91,5 % соответственно [18].Рис. 3.  LPC-спектры различных испытуемых [18]

Рис. 4. Структура нейронной сети
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канала  [14]. Алгоритмы LPC исторически используют для 
изучения работы сигнала речевого тракта, т.  е. анализа, 
распознавания и  обработки человеческой речи. Коэф-
фициенты LPC позволяют непосредственно предсказать 
значения параметров сигнала как линейную функцию пре-
дыдущих сегментов. В целях идентификации по ЭКГ к сиг-
налу применяли алгоритмы LPC и  в  качестве точек для 
дальнейшего исследования брали первые 40 параметров 
спектра LPC. Различия такого спектра, взятого по элек-
трокардиограмме, для 4 человек представлены на рис. 3.         
В качестве классификатора использовали искусственную 
нейронную сеть (ИНС) с помощью метода обратного рас-
пространения ошибки. Идея ИНС возникла как попытка 
описать процессы восприятия информации, происходя-
щие в мозге человека. Как и мозг человека, ИНС состоит 
из множества соединенных друг с  другом элементов — 
нейронов, которые имитируют нейроны головного мозга. 
На рис. 4 представлена базовая структура такой сети.
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Исследование 
Число

испытуемых

Признаки, характери-
зующие ЭКГ-сигнал,

тип (число)

Алгоритм 
обработки данных

Классификатор Результат, %

L. Biel, et al. ECG 
Analysis: A New Approach 
in Human Identification 
[15]

20
параметры формы 
сигнала (8)

PCA (метод главных 
компонент)

SIMCA (формальное независимое 
моделирование аналогий классов)

98,00
(49 успешных 
идентификаций 

из 50)

Y. Wang, et al. Integrating 
Analytic and Appearance 
Attributes for Human 
Identification from ECG 
Signal [22]

13
параметры формы 
сигнала (15)

PCA (метод главных 
компонент)

K-NN (метод «K-ближайших соседей») 95,55

LDA (метод линейно-
го дискриминантного 
анализа)

K-NN (метод «K-ближайших соседей») 93,01

Иерархический алго-
ритм LDA/PCA

K-NN (метод «K-ближайших соседей») 98,90

J. L. Ch. Loong, et al. 
A New Approach to 
ECG Biometric Systems: 
A Comparitive Study 
between LPC and WPD 
Systems [18]

15

аналитические при-
знаки (50)

WPD (вейвлетная 
пакетная декмопо-
зиция)

нейронная сеть 91,52

аналитические при-
знаки (40)

LPC (кодирование с 
линейным предска-
занием)

нейронная сеть 99,52

ВЫВОДЫ

Возможности идентификации человека по ЭКГ пока недо-
статочно изучены, однако в настоящее время исследова-
ния в данной области продолжают активно проводиться. 
Возрастающее число подобных экспериментов по всему 
миру позволяет считать такой биометрический параметр, 

Обобщение результатов рассмотренных в обзоре исследований идентификации человека по ЭКГ

как электрическая активность сердца, перспективным для 
исследования. В различных подходах в основном широко 
изучается область выделения индивидуальных характерис-
тик ЭКГ; единые стандарты и наиболее эффективные мето-
ды еще предстоит разработать. Однако имеющиеся иссле-
дования демонстрируют весьма обнадеживающие резуль-
таты для продолжения работы в рассматриваемой области.
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Н. В. Хамнагдаева1     , Л. Ю. Семенова1, С. А. Обрубов2, Ж. М. Салмаси1, Г. В. Порядин1, И. В. Рогожина3, А. Н. Казимирский1

Khamnagdaeva NV1     , Semenova LYu1, Obrubov SA2, Salmasi JM1, Poryadin GV1, Rogozhina IV3, Kazimirskii AN1

Поверхностный фенотип лимфоцитов крови у детей с осевой 
миопией средней степени при наличии и отсутствии 
вторичного иммунодефицита

Surface phenotype of blood lymphocytes in children with 
medium axial myopia in the presence or absence of secondary 
immunodeficiency 

Изучение влияния вторичного иммунодефицита на развитие близорукости у детей — перспективное направление 
исследований. Нами был изучен поверхностный фенотип лимфоцитов крови у здоровых детей и детей с осевой 
миопией средней степени при наличии и отсутствии клинических признаков вторичного иммунодефицита. Средний 
возраст участников исследования составил 16 ± 0,25 года. В контрольную группу и в каждую из двух опытных под-
групп включили по 8 детей. Изучали экспрессию антигенов CD3, CD4, CD8, CD16, CD56, CD20, CD72, CD38, CD25, 
CD71, HLA-DR, CD95, mIgM, mIgG, ICAM-1 методом непрямой иммунофлюоресценции. Для детей с близорукостью и 
вторичным иммунодефицитом выявили лишь одно достоверное (p <0,05) отличие от показателей контрольной груп-
пы — сниженную экспрессию антигена CD4. Для детей с близорукостью и без вторичного иммунодефицита отметили 
достоверное (p <0,05) усиление экспрессии антигена CD20 и снижение экспрессии антигена ICAM-1.

Investigating the role of secondary immunodeficiency in the development of myopia in children is a promising research area. We 
studied the surface phenotype of blood lymphocytes in healthy children and children with medium axial myopia in the presence 
or absence of secondary immunodeficiency clinical manifestations. The mean age of study participants was 16 ± 0.25 years. 
The control group and each of the two experimental subgroups included 8 children. Using indirect immunofluorescence, the 
expression of CD3, CD4, CD8, CD16, CD56, CD20, CD72, CD38, CD25, CD71, HLA-DR, CD95, CD54, mIgM, mIgG, ICAM-
1 antigens was studied. For children with myopia and secondary immunodeficiency, only one statistically significant (p <0.05) 
difference from the control group was detected, namely, a reduced expression of CD4 antigen. For children with myopia and 
without secondary immunodeficiency, a statistically significant (p <0.05) increase in CD20 antigen expression and a reduced 
ICAM-1 antigen expression were observed.

Ключевые слова:  близорукость, миопия, осевая миопия средней степени, вторичный иммунодефицит, лимфоциты, 
поверхностный фенотип лимфоцитов, антигены

Keywords: nearsightedness, myopia, medium axial myopia, secondary immunodeficiency, lymphocytes, lymphocyte surface 
phenotype, antigens
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Близорукость является не только самым распространен-
ным видом нарушения рефракции, но и занимает первое 
место в общей структуре глазной патологии [1]. Распро-
страненность миопии растет: согласно литературным дан-
ным, в 2000 году близорукость различной степени была 
диагностирована у 1,6 млрд человек, а к 2020 году иссле-
дователи прогнозируют, что таких людей станет уже 2,5 
млрд [2]. Важно, что распространенность патологии растет 
среди детей [3, 4], и прогрессирование заболевания часто 
наблюдается в школьном возрасте [5, 6].
Считается, что миопия является полиэтиологическим 

заболеванием, но до сих пор некоторые причины, вызы-
вающие его, до конца не изучены. Одно из перспективных 
направлений исследований — изучение влияния иммунных 
нарушений на развитие близорукости [5–9]. Дети c миопией 
имеют клинические признаки вторичного иммунодефицита 
чаще, чем их сверстники с другими видами нарушения кли-
нической рефракции [5, 7–9].
Целью нашего исследования являлось изучение по-

верхностного фенотипа лимфоцитов крови у детей с эмме-
тропией и осевой миопией средней степени при наличии 
или отсутствии клинических признаков вторичного имму-
нодефицита.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Исследование было проведено в 2013–2015 гг. В нем уча-
ствовали 24 ребенка в возрасте от 10 до 18 лет (средний 
возраст — 16 ± 0,25 года), учащиеся школ г. Москвы: 16 
мальчиков и 8 девочек. В контрольную группу включили 8 
детей (16 глаз) с эмметропией, без хронических заболева-
ний и заболеваемостью ОРЗ менее пяти раз в год, а в опыт-
ную — 16 детей (32 глаза). Опытная группа была разделена 
на две подгруппы. В первую подгруппу (далее — группа I)
включили 8 детей с диагнозом осевая миопия средней 
степени и клиническими признаками вторичной иммун-
ной недостаточности (ВИН). У этих детей была отмечена 
повышенная заболеваемость ОРЗ (более семи раз в год). 
Критерием исключения являлось наличие аутоиммунных 

заболеваний. Во вторую подгруппу (далее — группа II) 
включили 8 детей с осевой миопией средней степени, но 
без клинических признаков ВИН, с заболеваемостью ОРЗ 
менее пяти раз в год и отсутствием ОРЗ в течение двух ме-
сяцев до участия в исследовании. Диагноз верифицирова-
ли в консультативно-диагностическом отделении Детского 
медицинского центра Управления делами Президента РФ, 
наличие или отсутствие ВИН определяли по данным дис-
пансерного учета.
Все дети проходили стандартное офтальмологическое 

обследование, включающее визометрию (проектор знаков 
ОАП-250, Carl Zeiss, Германия), авторефрактометрию (ав-
токераторефрактометр KR-8900, Topcon, Япония), биоми-
кроскопию (щелевая лампа SL 120, Carl Zeiss, Германия), 
определение запасов относительной аккомодации по ме-
тодике Э. С. Аветисова [10], офтальмоскопию и эхобиоме-
трию (сканер HiScan, OPTICON, Италия).
Лимфоциты из периферической крови выделяли в од-

ноступенчатом градиенте плотности по методу A. Boyum 
[11]. Оценку экспрессии антигенов CD3, CD4, CD8, CD16, 
CD56, CD20, CD72, CD38, CD25, CD71, HLA-DR, CD95,
mIgM, mIgG, ICAM-1 с использованием моноклональ-
ных антител серий ИКО и ЛТ методом непрямой иммуно-
флюоресценции под микроскопом «Люмам И-3» («ЛОМО», 
Россия).
Статистическую обработку результатов провели с по-

мощью программного пакета Statistica, достоверность раз-
личий оценивали по критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования представлены в таблице. У де-
тей из группы I (с признаками ВИН) было отмечено сниже-
ние экспрессии антигенов CD3, CD4 и CD8 в сравнении с 
контрольной группой, однако разность была достоверной 
лишь для лимфоцитов с поверхностным фенотипом CD4+ 
(p <0,05). У детей из группы II (без признаков ВИН), наобо-
рот, количество лимфоцитов, экспрессирующих антигены 
CD3, CD4, CD8, было выше, чем в контрольной группе, но 

Поверхностные маркеры Группа I Группа II Контрольная группа

CD3+ 39,97 ± 2,01 58,47 ± 1,96 56,33 ± 3,35

CD4+ 29,81 ± 4,38* 44,73 ± 4,76 38,03 ± 0,87

CD8+ 22,66 ± 2,49 32,02 ± 2,63 26,48 ± 0,98

CD16+ 19,01 ± 3,12 25,74 ± 4,51 23,01 ± 3,07

CD56+ 18,28 ± 4,62 19,88 ± 3,52 18,06 ± 1,65

CD20+ 14,54 ± 2,36 29,21 ± 2,84* 19,87 ± 2,15

CD72+ 15,08 ± 1,63 24,805 ± 4,07 19,23 ± 2,27

CD38+ 16,17 ± 3,16 25,93 ± 5,41 22,89 ± 2,08

CD25+ 17,11 ± 2,13 19,52 ± 2,22 17,92 ± 4,23

CD71+ 18,73 ± 4,14 21,17 ± 2,99 17,8 ± 2,84

HLA-DR+ 22,27 ± 2,06 24,63 ± 3,88 21,45 ± 2,20

CD95+ 15,88 ± 2,68 20,97 ± 2,46 15,73 ± 1,87

IgM+ 10,69 ± 1,73 27,19 ± 5,79 15,84 ± 1,07

IgG+ 16,29 ± 3,67 20,49 ± 3,23 20,49 ± 3,23

ICAM-1+ 6,69 ± 0,70 22,905 ± 6,42* 11,93 ± 1,40

Количество лимфоцитов с различным поверхностным фенотипом в периферической крови детей опытных и контрольной групп, % от общего количества 
лимфоцитов

Примечание: * — p <0,05 при сравнении с контрольной группой.
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для всех из них разность была недостоверной. Различия в 
экспрессии антигенов CD16 и CD56, выявленные для обе-
их групп в сравнении с контролем, статистически также не 
подтвердились.
Содержание лимфоцитов с поверхностным фенотипом 

CD20+ у детей из группы I составило 14,54 ± 2,36%, что 
ниже значения аналогичного показателя в группе здоровых 
детей (19,87 ± 2,15 %), но разность была недостоверной. 
Было отмечено достоверное усиление экспрессии этого 
антигена у детей из группы II. Различия, выявленные по 
лимфоцитам с поверхностными фенотипами CD72, CD38, 
CD25, CD71, HLA-DR, CD95, mIgM и mIgC, статистически 
не подтвердились.
Достоверное (p <0,05) снижение уровня экспрессии ан-

тигена ICAM-1 наблюдалось в группе II: количество лимфо-
цитов соответствующего фенотипа составило 6,69 ± 0,70% 
по сравнению 11,93 ± 1,40 % в контрольной группе.
Таким образом, у детей с осевой миопией средней сте-

пени и клиническими признаками ВИН была отмечена сни-
женная экспрессия антигена CD4 в сравнении со здоровы-
ми детьми. У детей с тем же диагнозом, но без клинических 
признаков ВИН — достоверное усиление экспрессии анти-
гена CD20 и снижение экспрессии антигена ICAM-1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на то, что большая часть выявленных различий 
статистически недостоверна, нельзя отрицать, что имеет-
ся тенденция к снижению показателей иммунитета у детей 

с осевой миопией средней степени и клиническими при-
знаками ВИН. Скорее всего, необходимо обследование 
большего числа пациентов. Однако снижение количества 
основных субпопуляций Т-лимфоцитов и NK-клеток по 
сравнению со здоровыми детьми имеется и у часто боле-
ющих детей.
Увеличение экспрессии молекул адгезии у детей с мио-

пией может быть связано с влиянием перекисных соедине-
ний на лимфоциты [12, 13]. Известно, что транс-ретиналь, 
который является продуктом изомеризации цис-ретиналя 
в светозависимом процессе зрительного цикла, способ-
ствует активации перекисного окисления липидов [14]. 
Также развитие близорукости связывают с токсическим 
эффектом перекисных соединений на склеру и увеличени-
ем продольных размеров глазного яблока [15].

ВЫВОДЫ

Тенденция к угнетению экспрессии антигенов, характери-
зующих субпопуляции лимфоцитов при миопии у детей с 
клиническими признаками ВИН, отражает вовлеченность 
иммунной системы в патологический процесс и, по-види-
мому, не связана с близорукостью.
У детей с осевой близорукостью средней степени без 

клинических признаков ВИН отмечается повышение со-
держания в крови лимфоцитов, экспрессирующих анти-
гены ICAM-1 на мембране лейкоцитов, что может быть 
связано с продукцией свободных радикалов, которые ге-
нерируются в ходе зрительного акта одним из активных 
метаболитов витамина А. 
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Setko NP1, Krasikov SI2, Bulycheva EV1

Н. П. Сетко1, С. И. Красиков2, Е. В. Булычева1

Содержание витаминов в организме городских и сельских 
школьников и особенности свободнорадикальных реакций 
в их сыворотке крови

Vitamin status of urban and rural school children 
and specifics of free radical reactions in their blood serum 

Уровень свободнорадикальных реакций в организме является одним из маркеров стресса. Способность организма 
противостоять окислительным процессам определяется различными факторами, в том числе витаминной обеспечен-
ностью. Витамины А, Е, С и витамины группы В прямо или косвенно влияют на степень антиоксидантной защиты. Нами 
была изучена витаминная обеспеченность городских (n = 250) и сельских (n = 200) школьников в возрасте 12–17 лет и 
уровень свободнорадикальных реакций в их сыворотке крови (методом индуцированной хемилюминесценции). Дефи-
цит витаминов А и Е, обладающих антиоксидантными свойствами, был выявлен у учащихся как городских, так и сельс-
ких школ, однако у первых он был выше. Это согласуется с данными хемилюминесцентного анализа: значения всех 
показателей хемилюминесценции у городских школьников были в 2,2–7,6 раза выше, чем у сельских, что свидетель-
ствует о более высокой интенсивности окислительных процессов в их организме. Также был выявлен недостаток ви-
таминов группы В в организме сельских школьников за исключением рибофлавина в возрастной подгруппе 15–17 лет.

The rate of free radical reactions is one of stress markers. The ability of the organism to resist oxidation is determined by various 
factors, including vitamin supply. Vitamins A, E, C and group B vitamins directly or indirectly affect the degree of antioxidant 
protection. We have studied vitamin supply in school children aged 12 to 17 in urban (n = 250) and rural areas (n = 200) and the 
rate of free radical reactions in their blood serum by induced chemiluminescence. Deficiency of vitamins A and E, which have 
antioxidant properties, was detected in both urban and rural school children; however, the former had a higher deficiency level. 
This corresponds to the chemiluminiscence assay data: all chemiluminescence assay values in urban school children were 2.2-
7.6 times higher than in rural school children, which indicates a higher intensity oxidation in their bodies. A deficiency of group 
B vitamins was also detected in rural school children, riboflavin being an exception in a subgroup of 15 to17 year old subjects. 

Ключевые слова: витаминная обеспеченность, ретинол, токоферол, аскорбиновая кислота, тиамин, рибофлавин, 
пиридоксин, антиоксиданты, окислительный стресс, свободнорадикальные реакции, школьники

Keywords: vitamin supply, retinol, tocopherol, ascorbic acid, thiamine, riboflavin, pyridoxine, antioxidants, oxidative stress, 
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Изменение параметров гомеостаза, в частности уров-
ня свободнорадикальных реакций в организме, может 
служить индикатором развития стресса у современных 
школьников — учащихся как городских, так и сельских 
образовательных учреждений [1–5]. Известно, что при 
стрессе происходит активация систем нейрогуморальной 
регуляции под влиянием «первичного медиатора» [6], роль 

которого выполняют свободные радикалы и продукты пе-
рекисного окисления липидов [7].
Изменение редокс-баланса запускает комплекс защит-

но-приспособительных реакций в организме, в которых 
принимают участие витамины с антиоксидантными свой-
ствами [8]. Витамины А (ретинол), Е (токоферол) и С (аскор-
биновая кислота) — классические антиоксиданты [9–12]. 
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0,088 × А × В

(2,72 г KH2PO4 и 7,82 г КСl на 1 л дистиллированной воды, 
pH 7,4). Полученный раствор титровали насыщенным рас-
твором КОН до достижения pH 7,45. Регистрацию хеми-
люминесценции проводили по методике Р. Р. Фархутдинова 
[15] на приборе «Хемилюминометр–3» («Люмэкс», Россия). 
Чувствительность прибора составляет ~200 фотонов/с. 
Калибровку прибора выполняли перед началом работы по 
эталонному источнику света (люминесцирующее урановое 
стекло ЖС–19). Определяли высоту быстрой вспышки, 
светосумму медленной вспышки (S) и тангенс угла накло-
на заднего фронта импульса излучения хемилюминесцен-
ции. Значения показателей привели в относительных еди-
ницах, рассчитав их соотношение для опытных и «холоc-
тых» проб.
Определяли уровень экскреции витаминов группы B и 

витамина С в моче и содержание витаминов А и Е — в 
сыворотке крови.
Анализ проб на содержание ретинола и токоферола 

проводили с помощью анализатора биожидкостей «Флюо-
рат 02–АБЛФ» («Люмэкс», Россия). Пробы готовили сле-
дующим образом. В одну пробирку для центрифугирова-
ния помещали 1 мл сыворотки крови и 1 мл этанола, во 
вторую — 1 мл дистиллированной воды и 1 мл этанола (ка-
либровочный образец). Обе пробирки встряхивали в аппа-
рате Vortex в течение 30 с, затем добавляли 5 мл гексана 
и снова встряхивали в течение 1 мин. После встряхивания 
пробирки центрифугировали в течение 10 мин при 1500 
об/мин. Отделившийся гексановый слой (экстракт) исполь-
зовали для флуориметрического анализа. Содержание ви-
тамина А или Е (Х, мкг/мл) в сыворотке крови вычисляли 
по формуле:

где Cизм — концентрация витамина в экстракте, мкг/мл; 
Vэ — объем экстракта, мл; Vc — объем сыворотки крови, 
взятой для анализа, мл; Q — коэффициент, учитывающий 
разбавление экстракта.
Содержание аскорбиновой кислоты и витаминов груп-

пы В определяли по уровню их экскреции с мочой. Для 
витамина С использовали метод визуального титрования с 
реактивом Тильманса (2,6–дихлорфенолиндофенолят на-
трия). В две конические колбы отмеряли по 10 мл мочи, 
10 мл дистиллированной воды и 1 мл 10 %-го раствора 
HCl. Содержимое каждой колбы перемешивали и титро-
вали 0,001 н раствором реактива Тильманса до появления 
розовой окраски, не исчезающей в течение 30 с. Содер-
жание витамина С (Х, мг/ч) рассчитывали по формуле:

где 0,088 — коэффициент, отражающий количество 
аскорбиновой кислоты, эквивалентное 1 мл 0,001 н рас-
твора 2,6–дихлорфенолиндофенолята натрия (в мг); А — 
средняя арифметическая результатов титрования 0,001 н   
раствором 2,6–дихлорфенолиндофенолята натрия двух 
проб мочи (в мл); Б — объем мочи, взятый для титрова-
ния (в мл); В — среднесуточное количество мочи (для муж-
чин — 1 500 мл, для женщин — 1 200 мл). 
Экскрецию тиамина с мочой определили по методу 

Ванга и Харриса, рибофлавина — по методу Е. М. Маслен-
никовой и Л. Г. Гвоздевой, пиридоксина — флоурометри-
ческим методом [16].
Оценку фактического питания школьников проводи-

ли методом 24-часового воспроизведения питания с

В частности, токоферол является универсальным про-
тектором клеточных мембран, занимая в них такое поло-
жение, которое препятствует контакту кислорода с нена-
сыщенными жирными кислотами мембранных липидов и 
липопероксидации. Благодаря наличию двойных связей в 
молекуле ретинол способен взаимодействовать с различ-
ными активными формами кислорода. Антиоксидантная 
функция аскорбиновой кислоты обусловлена ее способ-
ностью легко отдавать два атома водорода, которые не-
обходимы для обезвреживания свободных радикалов, и в 
высоких концентрациях этот витамин весьма эффективен 
[13]. Витамины группы В могут косвенно оказывать влияние 
на процессы свободнорадикального окисления и работу 
антиоксидантной системы. Это предположение основано 
на том, что антиоксидантная система организма включает 
различные защитные механизмы [14]. К ним относятся и 
ферменты: супероксиддисмутаза, каталаза, пероксидаза и 
др., — для работы которых важен правильный обмен ами-
нокислот, регулируемый в том числе тиамином (витамин B1), 
рибофлавином (витамин В2) и пиридоксином (витамин B6).
Цель исследования заключалась в сравнительном ана-

лизе витаминной обеспеченности организма городских и 
сельских школьников и уровней свободнорадикальных ре-
акций в их сыворотке крови.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Были сформированы две опытные группы: в одну вклю-
чили городских школьников, проживающих в г. Оренбур-
ге (n = 250), в другую — сельских, проживающих в селах, 
расположенных на территории Оренбургского района 
(n = 200). В каждой из них выделили возрастные подгруп-
пы: 12–14 лет (n = 150 и n = 100 среди городских и сельских 
школьников соответственно) и 15–17 лет (n = 100 в обеих 
группах). В исследование включали учащихся в возрасте 
12–17 лет, без хронических заболеваний, не болевших 
в течение месяца до проведения исследования и про-
живающих на территории с одинаковой антропогенной 
нагрузкой (внутри группы). Критериями исключения яв-
лялось нежелание школьников или их родителей уча-
ствовать в исследовании. Исследование было одобрено 
этическим комитетом Оренбургского государственного 
медицинского университета, родители школьников дали 
письменное согласие на участие детей в эксперименте. 
Материал для исследования был получен в двух груп-
пах одновременно через три месяца после начала заня-
тий в школе.
В качестве биологического материала для исследова-

ния использовали венозную кровь и мочу. Кровь отбира-
ли утром натощак в объеме 10 мл в вакуумные пробирки 
Vacuette (BD, США) без антикоагулянта. Время доставки 
в лабораторию составляло 2 ч, транспортировку и хра-
нение осуществляли при температуре 18–25 °C. Мочу 
отбирали утром после сна или не ранее чем через 2–3 ч. 
после предыдущего мочеиспускания в сухой стерильный 
флакон в объеме не менее 20 мл. Время транспортиров-
ки и хранения составляло 3 ч, транспортировали и храни-
ли биоматериал при температуре 18–25 °C.
Методом индуцированной хемилюминесценции (акти-

вация железом) определяли уровень свободнорадикаль-
ных реакций в сыворотке крови. Для этого кровь школьни-
ков после забора выдерживали в течение 30 мин и затем 
центрифугировали при 1500 об/мин в течение 15 мин. 
Полученную сыворотку разводили фосфатным буфером 

Cизм × Vэ × Q
X =

X =

,

,

Vс

Б
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помощью опросника [17] с последующим определением 
биологической ценности рационов по таблицам хими-
ческого состава пищевых продуктов И. М. Скурихина и 
В. А. Тутельяна [18] и сопоставлением полученных данных 
для каждой возрастной группы с физиологическими нор-
мами [19].
Объем выборки рассчитывали по формуле Д. Санет-

лиева (1968):

где n — число наблюдений, t — доверительный коэффици-
ент, p — показатель распространенности, q = 100 % – p, 
∆ — доверительный интервал.
Учитывая, что в медицинских исследованиях мини-

мальной доверительной вероятностью является 95 %, 
чему соответствует доверительный коэффициент t = 1,96, 
мы взяли p, равное q, то есть 50 %, чтобы произведение 
p и q было максимальным, а доверительный интервал (∆) 
приняли за 100 %. Рассчитанный таким образом объем 
минимальной выборки, обеспечивающей репрезентатив-
ность, составил: n = 100. Для выявления статистически 
значимых различий в опытных группах использовали кри-
терий Стьюдента с последующим расчетом достовернос-
ти (р). Статистическую обработку полученных данных про-
водили с помощью программного пакета Statistica 5.0 с ав-
томатическим расчетом средних значений, стандартного 
отклонения, стандартной ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Содержание ретинола и токоферола в сыворотке крови 
городских школьников 12–14 лет было меньше физио-

 t2 × p × q

логической нормы (здесь и далее сравнивали с нижней 
границей) на 26,7 и 12,8 %, а школьников 15–17 лет — на 
20,0 и 9,8 % соответственно (табл. 1). Содержание рети-
нола и токоферола в сыворотке крови сельских школьни-
ков было несколько выше, но также меньше физиологи-
ческой нормы: на 6,7 и 6,8 % для ребят 12–14 лет и на 
10,0 и 9,8 % — для ребят 15–17 лет соответственно. Экс-
креция витамина С с мочой городских школьников обеих 
возрастных подгрупп соответствовало нижней границе 
физиологической нормы, а у сельских школьников этот 
показатель был ниже нормы на 14,8 и 12,1 % для участни-
ков исследования 12–14 и 15–17 лет соответственно.
Низкий уровень экскреции тиамина с мочой в сравне-

нии с нормой был установлен только для сельских школь-
ников обеих возрастных подгрупп (табл. 2). Недостаточ-
ность экскреции с мочой рибофлавина была отмечена у 
всех школьников, кроме сельских в возрасте 15–17 лет 
(14,2 ± 0,24 мкг/ч — соответствие нижней границе физио-
логической нормы), пиридоксина — только у сельских 
школьников: в группе ребят 12–14 лет экскреция витами-
на B6 была ниже нормы на 5,2 %, 15–17 лет — на 6,5 %.
Анализ суточных рационов школьников показал, что 

в рационах городских и сельских школьников особенно 
велик недостаток витаминов А и Е (табл. 3). В возраст-
ной подгруппе 12–14 лет содержание ретинола в рационе 
было ниже нормы на 88,3 и 66,7 % у городских и сельс-
ких школьников соответственно, а в возрастной подгруп-
пе 15–17 лет — на 78,0 и 83,0 %. Дефицит токоферола 
составил 59,2 и 71,7 % у городских и сельских школьни-
ков в возрасте 12–14 лет и 66,0 и 70,7 % — в возрасте 
15–17 лет. Содержание аскорбиновой кислоты в рационах 
всех групп было в пределах нормы. Недостаток тиамина 
был выявлен у городских и сельских школьников 15–17 лет, 
рибофлавина — во всех группах, кроме группы городских 

Группы школьников

Витамины

А Е С

Физиологическая норма

0,3–0,7 мкг/мл 8,0–12,0 мкг/мл 0,7–1,0 мг/ч

12–14 лет
городские 0,22 ± 0,01 6,98 ± 0,16 0,72 ± 0,01

сельские 0,28 ± 0,01* 7,46 ± 0,09* 0,60 ± 0,02*

15–17 лет
городские 0,24 ± 0,01 7,22 ± 0,17 0,71 ± 0,01

сельские 0,27 ± 0,01* 7,22 ± 0,08 0,62 ± 0,01*

Таблица 1. Содержание витаминов А и Е в сыворотке крови и экскреция витамина С с мочой у городских и сельских школьников, M ± m

Примечание: физиологические нормы приведены по «Нормам биохимического анализа» [20]. * — p <0,05 при сравнении показателей городских и сельс-
ких школьников внутри каждой возрастной группы.

n = ,
∆2

Группы школьников

Витамины

В1 В2 В6

Физиологическая норма

15–35 мкг/мл 14–30 мкг/мл 40–60 мкг/ч

12–14 лет
городские 20,42 ± 0,49 12,34 ± 0,37 41,11 ± 0,80

сельские 12,58 ± 0,25* 13,68 ± 0,32* 37,92 ± 0,57*

15–17 лет
городские 21,3 ± 0,39 12,76 ± 0,41 40,33 ± 0,64

сельские  13,19 ± 0,20* 14,2 ± 0,24* 37,40 ± 0,37*

Таблица 2. Экскреция витаминов группы B с мочой у городских и сельских школьников, M ± m

Примечание: физиологические нормы приведены по «Нормам биохимического анализа» [20]. * — p <0,05 при сравнении показателей городских и сель-
ских школьников внутри каждой возрастной группы.
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Витамин

Группы школьников

12–14 лет 15–17 лет

городские сельские ФН городские сельские ФН

Витамин А, мкг 100,0 ± 2,0 200,0 ± 4,0* 600 220,0 ± 5,0 170,0 ± 3,0* 1000

Витамин Е, мкг 4,9 ± 0,7 3,4 ± 0,6* 12 5,1 ± 2,3 4,4 ± 1,1 15

Витамин С, мкг 59,1 ± 13,8 63,1 ± 12,3* 60,0–70,0 99,4 ± 24,8 89,6 ± 21,0 70,0–90,0

Витамин В1, мкг 2,7 ± 0,3 1,4 ± 0,1* 1,3 0,9 ± 0,2 0,81 ± 0,1 1,3–1,5

Витамин В2, мкг 2,1 ± 0,1 1,1 ± 0,1* 1,5 0,4 ± 0,08 0,65 ± 0,09* 1,5–1,8

Витамин В6, мкг 1,2 ± 0,1 0,9 ± 0,1* 1,6–1,7 0,9 ± 0,14 0,99 ± 0,15 1,6–2,0

Таблица 3. Содержание витаминов в суточном рационе питания исследуемых школьников, M ± m

Примечание: ФН — физиологическая норма потребления витамина для данной возрастной группы [19]. * — p <0,05 при сравнении показателей город-
ских и сельских школьников внутри каждой возрастной группы.

Показатели

Группы школьников

12–14 лет 15–17 лет

городские сельские городские сельские

Высота быстрой вспышки, отн. ед. 2,82 ± 0,67 0,65 ± 0,10* 3,83 ± 0,84 0,44 ± 0,04*

Светосумма, отн. ед. 4,36 ± 0,60 1,95 ± 0,19* 6,35 ± 0,78 1,51 ± 0,19*

Тангенс угла наклона заднего фронта импульса 
излучения хемилюминесценции, отн. ед.

1,14 ± 0,22 0,30 ± 0,07* 1,51 ± 0,25 0,20 ± 0,03*

Таблица 4. Показатели хемилюминесценции сыворотки крови городских и сельских школьников, M ± m

Примечание: * — p <0,05 при сравнении показателей городских и сельских школьников внутри каждой возрастной группы.

школьников 12–14 лет, пиридоксина — во всех группах.
Значения всех показателей хемилюминесценции были 

достоверно выше для обеих возрастных подгрупп город-
ских школьников (p <0,05). Так, значение высоты быстрой 
вспышки в сыворотке крови городских школьников 12–14 
и 15–17 лет было соответственно в 4,3 и 5,9 раза выше в 
сравнении с сельскими школьниками, что свидетельству-
ет о более высоком содержании гидроперекисей липидов 
в сыворотке крови городских школьников; значение све-
тосуммы (интенсивность перекисного окисления липидов) 
— в 2,2 и 4,2 раза выше; значение тангенса угла наклона 
заднего фронта излучения хемилюминесценции (скорость 
окисления липидов) — в 3,8 и 7,6 раза (табл. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Пониженное содержание витаминов в организме совре-
менных школьников подтверждено и другими исследо-
вателями [21–23]. Выявленная разница в уровне свобод-
норадикальных реакций в сыворотке крови городских и 
сельских школьников согласуется с полученными данными 
об их витаминной обеспеченности: обеспеченность город-
ских школьников «антиоксидантными» витаминами А и Е 
несколько ниже, чем сельских, и уровень свободноради-
кальных реакций в их сыворотке крови выше.
Как правило, рацион городских детей более сбаланси-

рован, чем рацион детей сельских. По данным И. Б. Уша-
кова и Н. В. Соколовой [5], около 70 % городских школьни-
ков употребляют в зимний период сливочное масло, сыр, 
мясо птицы, рыбу, сырые овощи и фрукты почти каждый 

день или 2–3 раза в неделю, а среди сельских школьников 
доля таковых не превышает 40 %. Наличие огорода и под-
собного хозяйства у сельских жителей определяет преоб-
ладание картофеля, свинины и молока в рационе подрост-
ков. Это объясняет соответствие содержания витамина С 
в сыворотке крови городских школьников физиологиче-
ской норме и его недостаток в организме сельских школь-
ников. В то же время, по данным О. Я. Лещенко, 53,5 % го-
родских школьников питаются всего 1–2 раза в день (доля 
таковых среди сельских школьников — 35,5 %) [24]. Такая 
кратность приема пищи не способна обеспечить организм 
достаточным количеством витаминов, чем можно объяс-
нить тот факт, что даже при более разнообразном питании 
обеспеченность учащихся городских школ витаминами 
А и Е оказалась ниже.

ВЫВОДЫ

В сыворотке крови городских и сельских школьников вы-
явлен дефицит витаминов А и Е, но их недостаточность бо-
лее выражена у городских школьников. По всей вероятно-
сти, это определило более высокое содержание продуктов 
окисления в их сыворотке крови, что подтверждается зна-
чениями показателей хемилюминесценции, которые в 2,2–
7,6 раза выше в сравнении с таковыми у сельских школь-
ников. Анализ рационов подтвердил полученные данные: 
был установлен дефицит витаминов А, Е и пиридоксина в 
рационах всех групп школьников, тиамина — в рационах 
школьников старшего возраста. Вышесказанное обуслов-
ливает необходимость корректировать питание в школах.
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МЕТОД      ПАТОФИЗИОЛОГИЯ

Dzhatdoeva AA    , Polimova AM, Proskurnina EV, Vladimirov YuA

А. А. Джатдоева    , А. М. Полимова, Е. В. Проскурнина, Ю. А. Владимиров

Тканевая хемилюминесценция как метод оценки супероксид 
радикал-продуцирующей способности митохондрий

Tissue chemiluminescence as a method of evaluation 
of superoxide radical producing ability of mitochondria 

Дисфункция митохондрий лежит в основе развития многих заболеваний человека, включая дегенеративные. Одно из 
следствий митохондриальной дисфункции — апоптоз функционально-активных клеток. На начальной стадии апоп-
тоза отмечается усиление продукции супероксид анион-радикала (САР). Перспективным методом обнаружения САР 
в клетках и тканях является метод хемилюминесценции (ХЛ), прежде всего — в присутствии люцигенина, специфич-
ного для САР химического активатора ХЛ. В исследовании был предложен способ усовершенствования метода, а 
также оценена его эффективность при определении уровня образования САР в переживающих тканях лабораторных 
животных при моделировании гипоксии и паркинсонизма. Предложенные для аэрации опытных образцов кислород-
содержащая (O2 — 15 %, CO2 — 5 %, N2 — 80 %) и бескислородная  (CO2 — 5 %, N2 — 95 %) газовые смеси обе-
спечивали постоянство pH 7,4, необходимое для корректной регистрации ХЛ. С помощью изучаемого метода было 
показано достоверное увеличение уровня образования САР в ткани сердца крыс при циклах гипоксии длительностью 
150 и 240 мин — в 1,8 и 2,0 раза. При паркинсонизме уровень образования САР в ткани мозга мышей, содержащей 
стриатум и черную субстанцию, через 12 ч после введения последней дозы пронейротоксина оказался выше в 1,7 
и 1,3 раза соответственно в сравнении с контролем.

Mitochondrial dysfunctions are an underlying cause of many human diseases including degenerative diseases. One of the 
consequences of mitochondrial dysfunctions is apoptosis of functionally active cells. During the initial stage of apoptosis, 
increased production of superoxide anion-radical (SAR) is observed. A promising method of SAR detection in cells and tissues 
is chemiluminescence (CL), primarily, in the presence of lucigenin, a SAR specific amplifier of CL. In this study a means of 
improving CL was proposed, and its effectiveness in detecting SAR level in living tissues of laboratory animals in hypoxia 
and parkinsonism models was evaluated. Aerobic (O2 — 15 %, CO2 — 5 %, N2 — 80 %) and anaerobic (CO2 — 5 %, N2 — 
95 %) gas mixtures proposed for samples aeration, maintained a constant pH of 7.4, necessary for accurate recording of 
CL. Using the studied method, a statistically significant increase (1.8 and 2.0 times) in SAR production level in rat heart tissue 
was detected with hypoxia duration of 150 to 240 minutes. In the parkinsonian model SAR production in mouse brain tissue 
samples of striatum and substantia nigra was 1.7 and 1.3 times higher after administration of the final dose of proneurotoxin, 
as compared to the control group. 

Ключевые слова: митохондриальные заболевания, апоптоз, супероксид анион-радикал, супероксид радикал-про-
дуцирующая способность, гипоксия, паркинсонизм, тканевая хемилюминесценция, люцигенин

Keywords: mitochondrial disorders, apoptosis, superoxide anion-radical, superoxide radical producing ability, hypoxia, 
parkinsonism, tissue chemiluminescence, lucigenin

Для корреспонденции:  Айшат Абдрахмановна Джатдоева
119192, г. Москва, Ломоносовский пр-т, д. 31, корп. 5; ayshatdj@gmail.com

Correspondence should be addressed: Aishat Dzhatdoeva
Lomonosovskiy prospekt, d. 31, korp. 5, Moscow, Russia, 119192; ayshatdj@gmail.com

Кафедра медицинской биофизики, факультет фундаментальной медицины,
Московский государственный университет имени М. В. Ломоносова, Москва
  

Faculty of Fundamental Medicine, Department of Medical Biophysics, 
Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
  

Статья поступила: 01.10.2015 Статья принята к печати: 09.12.2015

Received: 01.10.2015 Accepted: 09.12.2015

Финансирование: работа выполнена при поддержке Российского научного фонда (грант № 14-15-00375).

Funding:  this work was supported by the Russian Science Foundation (project no. 14-15-00375).

Благодарности: авторы благодарят Алексея Гришина, студента кафедры физиологии МГУ имени М. В. Ломоносова, за помощь в подборе состава 
газовых смесей.

Acknowledgments: authors thank Aleksey Grishin, a student at the Department of Physiology, Lomonosov Moscow State University, for his help in choosing 
gas mixture components.



55ВЕСТНИК РГМУ | 1, 2016 | VESTNIKRGMU.RU

METHOD      PATHOPHYSIOLOGY

Митохондрии, апоптоз и болезни человека

Митохондрии являются важной органеллой клетки: они 
выполняют множество функций, но прежде всего выра-
батывают энергию путем окислительного фосфорилиро-
вания и регулируют процессы роста, старения и апоптоза 
клетки. Число описанных в научной литературе болезней 
митохондриального происхождения приближается к 400, и 
митохондриальная медицина получила развитие как само-
стоятельное научное направление.
Нарушение энергообеспечения клетки может быть 

причиной нейромышечных патологий [1]. Особо чувстви-
тельной к снижению энергетического обмена является 
нервная ткань [2]. Однако энергетическая дисфункция — 
возможно, не самое опасное нарушение работы митохонд-
рий. Митохондрии являются главным источником образо-
вания внутриклеточных свободных радикалов [3], прежде 
всего — супероксид анион-радикала (САР). Накопление 
САР и его производных — активных форм кислорода — 
приводит к митохондриальному окислительному стрессу. 
Это чрезвычайно опасно для клетки, так как может запу-
стить процесс ее запрограммированной гибели — апоп-
тоз [4]. Существует два основных пути запуска апоптоза: 
внешний (рецепторный) и внутренний (митохондриальный) 
[5], — и большинство форм апоптоза у позвоночных реа-
лизуется по второму пути [6].
Показано, что окислительный стресс в митохондриях 

является этиологическим фактором или звеном патоге-
неза многих заболеваний: нейродегенеративных (болезнь 
Паркинсона [7], болезнь Альцгеймера [8], рассеянный 
склероз [9], боковой амиотрофический склероз и др.), 
нейроофтальмопатий, гломерулонефритов [10], инсулино-
резистентности, — а также старения. Повышенный риск 
ряда заболеваний (рак, диабет [11], кардиоваскулярные 
болезни) связывают с полиморфизмом антиоксидантных 
ферментов, марганец-зависимой супероксиддисмутазы 
(Mn-СОД) и глутатион-пероксидазы, которые купируют 
последствия митохондриального окислительного стресса. 
Также выявлена важнейшая роль дисфункции митохонд-
рий в развитии раковых заболеваний [5].
Нарушение работы митохондрий и накопление свобод-

ных радикалов в клетке происходят под влиянием небла-
гоприятных факторов. Один из таких факторов — генные 
мутации. В отличие от других органелл митохондрии имеют 
собственную дезоксирибонуклеиновую кислоту (мтДНК), 
которая кодирует некоторые субъединицы комплексов 
окислительного фосфорилирования. Именно мутации в 
мтДНК, а также генах ядерной ДНК, кодирующих мито-
хондриальные белки, вызывают развитие наследственной 
атрофии зрительных нервов Лебера [12], синдрома NARP 
(нейропатия, атаксия, пигментный ретинит) [13], синдро-
ма MERRF (миоклонус эпилепсия с «рваными» красными 
волокнами в скелетных мышцах), синдрома MELAS  (ми-
тохондриальная энцефаломиопатия, лактат-ацидоз, ин-
сультоподобные эпизоды) [14], синдрома Кернса–Сейра 
(пигментный ретинит, наружная офтальмоплегия, блокада 
сердца, птоз, мозжечковый синдром) [15], синдрома Пир-
сона (поражение костного мозга, панкреатическая и пече-
ночная дисфункции) [16] и др.

Митохондрии как источники свободных радикалов 
при апоптозе

Во время аэробного дыхания происходит утечка 1–2 % 
электронов с электронной транспортной цепи митохонд-

рий, которые восстанавливают кислород с образованием 
супероксид анион-радикала [17]. Основными центрами 
продукции активных форм кислорода являются комп-
лекс  I и комплекс III дыхательной цепи. В норме антиокси-
дантная система организма нейтрализует образующиеся 
свободные радикалы. Однако под влиянием неблагоприят-
ных факторов уровень содержания свободных радикалов 
возрастает во много раз.
Сперва в митохондриях происходит блокирование 

переноса электронов [18], что приводит к угнетению ды-
хания, снижению синтеза аденозинтрифосфата (АТФ) и, 
самое главное, к увеличению образования митохондрия-
ми супероксид анион-радикала [19]. Затем под действи-
ем митохондриальной супероксиддисмутазы образуется 
пероксид водорода в матриксе. В дальнейшем происхо-
дит образование комплекса специфического митохондри-
ального фосфолипида — кардиолипина с цитохромом c 
[20]. Как было показано в модельных экспериментах, этот 
комплекс обладает пероксидазной активностью [4] и в 
присутствии пероксида водорода окисляет органические 
субстраты, включая полиненасыщенные жирные кислоты, 
в результате чего образуются свободные радикалы липи-
дов [21] и запускается цепная реакция липопероксида-
ции [22]. Липопероксидация в мембранах митохондрий 
приводит к набуханию матрикса [23], разрыву наружной 
мембраны или по меньшей мере образованию в ней боль-
ших пор, через которые из митохондрий выходит цито-
хром c. Появление цитохрома с в цитоплазме приводит к 
запуску реакций апоптоза [24].

Методы оценки радикал-продуцирующей способности 
митохондрий в живой ткани

Для оценки радикал-продуцирующей способности ми-
тохондрий в живой ткани применяют различные методы,
в том числе метод хемилюминесценции (ХЛ) [25]. ХЛ позво-
ляет регистрировать не концентрацию радикалов (которая 
в живых системах крайне низкая), а скорость реакции, в 
которой они участвуют. Недавно был разработан метод 
регистрации тканевой ХЛ с использованием фотоумножи-
теля [26], имеющий ряд преимуществ перед весьма тру-
доемким и дорогостоящим методом японских исследова-
телей с использованием охлаждаемой фотоматрицы [27]. 
Предложенный метод оценки радикал-продуцирующей 
способности ткани [26] заключается в том, что в условиях 
термостатирования (37 °С) в систему, содержащую иссле-
дуемые образцы ткани и активатор люцигенин, подают че-
рез капилляр слабый поток воздуха от перистальтическо-
го насоса (рис. 1, А). Подобранные уровень расположения 
капилляра и скорость аэрации позволяют регистрировать 
образование супероксид анион-радикалов в пережива-
ющей ткани. Однако в исследовании [26] было показано 
нарастание ХЛ во времени, которое затрудняет анализ по-
лученных кривых. Возможно, дополнительное усиление ХЛ 
связанно с увеличением рН раствора среды во времени, 
а не с дополнительным образованием радикалов в ткани. 
Как известно, интенсивность свечения люцигенина зави-
сит от водородного показателя среды [28]. Повышение рН 
среды способствует образованию катиона люцигенина, 
который и взаимодействует с САР с последующим испус
канием кванта света.
Наше исследование включало два эксперимента. 

Целью первого эксперимента явилось определение оп-
тимального состава газовой смеси для поддержания 
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постоянного уровня рН при аэрации опытных образцов 
с использованием изучаемого метода, второго — оценка 
уровня образования супероксид анион-радикалов при ги-
поксии и паркинсонизме в образцах тканей сердца крыс и 
мозга мышей изучаемым методом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Схема установки

В опытах использовали хемилюминометр SmartLum–100 
(«ДИСофт», Россия), дополнительно оснащенный пери-
стальтическим насосом Pumps 323 (Watson Marlow, Ве-
ликобритания). К насосу были подключены резервуары, 
содержащие различные газовые смеси. Схема установки 
приведена на рисунке 1, А.
Расстояние от дна кюветы до кончика капилляра (l), 

по которому поступал газ в рабочий раствор, составляло 
1,5 см (рис. 1, Б). Это способствовало быстрой диффузии 
газа к исследуемому образцу без нарушения его положе-
ния в пространстве. Срезы располагали на дне кюветы 
таким образом, чтобы сторона образца с наибольшей пло-
щадью была обращена к детектору (рис. 1, Б).

Животные и манипуляции над ними

В исследовании использовали сердце самцов белых крыс 
линии Wistar в возрасте 2–3 мес. и мозг мышей линии 
С57BL/6 в возрасте 2,5–3 мес. При работе с животными 
соблюдали регламент, установленный  Приказом Минздра-
ва СССР от 12.08.1977 г. № 755. Эксперименты были одо-
брены Комиссией по биоэтике МГУ имени М. В. Ломоносо-
ва. Животных содержали в условиях вивария, по 6 особей 
в стандартных клетках Т4 с регулируемым освещением (12 
часов — ночь, 12 часов — день), со свободным доступом 
к кормам и воде.
Крысы. Все манипуляции по извлечению органов 

производили на глубоко наркотизированных хлоралги-
дратом животных (400 мг/кг). После извлечения органы 

промывали в физиологическом растворе (NaCl 0,9 %). 
С помощью острого лезвия отрезали небольшой прямо-
угольный кусочек левого желудочка, не более 5 x 5 x 5 мм, 
и промывали его.
Мыши. Для моделирования ранней симптомной ста-

дии паркинсонизма мышам четырехкратно с двухчасовым 
интервалом между инъекциями вводили подкожно про-
нейротоксин 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин 
(МФТП; Sigma, США) в дозе 12 мг/кг [29]. Контрольным жи-
вотным по такой же схеме вводили физиологический рас-
твор (NaCl 0,9 %). Через 12 ч после введения последней 
дозы пронейротоксина мышей декапитировали (без нар-
коза) и выделяли мозг. С помощью вибратома (Vibratome 
1000 Plus, США) получали тонкие фронтальные срезы 
толщиной 300  мкм. В срезах выделяли блоки ткани, со-
держащие черную субстанцию (место локализации тел до-
фаминергических нейронов) и стриатум (область проекции 
аксонов дофаминергических нейронов).
Для сохранения жизнеспособности тканей все манипу-

ляции с ними проводили в охлажденном растворе Кребса–
Рингера состава: 6,96 г NaCl, 0,36 г KCl, 0,22 г CaCl2, 0,33 г 
MgSO4•H2O, 2,1 г NaHCO3, 1,82 г D-глюкозы, 4,8 г HEPES, 
1,0 л дистиллированной воды (с последующим доведением 
рН раствора до 7,4). В экспериментах использовали толь-
ко свежеприготовленный раствор.

Определение оптимального состава газовой смеси 
для аэрации

Определение оптимального состава газовой смеси для 
аэрации проводили на образцах ткани сердца крыс. Для 
этого образец ткани помещали в кювету, содержащую 
90  мкМ люцигенина в растворе Кребса–Рингера. Люци-
генин был использован в качестве селективного зонда 
на САР. Хемилюминесценцию образцов ткани регистри-
ровали в течение 125 мин в условиях термостатирования 
(37 °С) и аэрации при скорости вращения ротора насоса 
6 об/мин. Такая скорость подачи газовой смеси позволяла 
сохранять достаточный темп насыщения раствора газами, 
перемешивать раствор и омывать образец, сохраняя его 
неподвижным на дне кюветы. Каждые 20 мин измеряли рН 
раствора.
Были изучены три газовых смеси следующего состава:
– атмосферный воздух: 21 % O2, 0,03 % CO2, 78 % N2,
– карбоген: 95 % O2, 5 % CO2,
– выдыхаемый человеком воздух: 15 % O2, 4 % CO2, 

74 % N2, другие — 7 %.

Регистрация хемилюминесценции ткани при имитации 
гипоксии и при паркинсонизме

Основываясь на результатах эксперимента по определе-
нию оптимального состава газовой смеси для аэрации, 
приготовили технические смеси нового состава, которые 
использовали для регистрации хемилюминесценции при 
моделировании гипоксии и паркинсонизма:

– кислородсодержащая газовая смесь (КГС): 15 % O2,
5 % CO2, 80 % N2,

– бескислородная газовая смесь (БГС): 5% CO2, 
Моделирование гипоксии. Исследование проводили на 

образцах ткани сердца крыс с использованием трех мо-
делей гипоксии. Для каждой модели регистрировали ХЛ 
одного образца. Для создания гипоксических условий 

(А)

(Б)

Рис. 1. (А) Схема экспериментальной установки. 1, 2 — резервуары для 
двух различных газовых смесей (кислородной и бескислородной); 3 — пе-
реключатель газовой смеси; 4 — трубки, по которым газовая смесь посту-
пает в кювету хемилюминометра; 5 — перистальтический насос для подачи 
газовой смеси в систему; 6 — хемилюминометр SmartLum-100; 7 — пер-
сональный компьютер. (Б) Расположение исследуемого образца внутри 
хемилюминометра

Крышка прибора
Секция под кювету
Кювета
Рабочий раствор
Капилляр для аэрации

Исследуемый образец

Детектор

6

95% N2.
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через раствор, содержащий кусочек ткани, пропускали 
бескислородную газовую смесь, а для создания условий 
реоксигенации — кислородсодержащую газовую смесь. 
Было исследовано три модели гипоксии.
Модель 1 — гипоксия в течение 15 мин. Первые 

30 мин регистрировали ХЛ при аэрации КГС, затем 15 мин 
— при аэрации БГС (гипоксия), после этого возобновляли 
аэрацию КГС в течение 30 мин (реоксигенация). Цикл ги-
поксии повторяли шесть раз. Общее время регистрации 
ХЛ составляло 400 мин.
Модель 2 — гипоксия в течение 150 мин. Первые 

30 мин регистрировали ХЛ при аэрации КГС, затем 
150 мин — при аэрации БГС (гипоксия), после этого воз-
обновляли аэрацию КГС в течение 30 мин (реоксигенация). 
Циклы гипоксии повторяли дважды. Общее время реги-
страции ХЛ составляло 325 мин.
Модель 3 — гипоксия в течение 240 мин. Первые 

30 мин регистрировали ХЛ при аэрации КГС, затем 
240 мин — при аэрации БГС (гипоксия), после этого воз-
обновляли аэрацию КГС в течение 30 мин (реоксигенация). 
Общее время регистрации ХЛ составляло 350 мин.
Изменение образования радикалов оценивали по па-

раметру S/S0, где S — площадь под кривой ХЛ за 30 мин 
реоксигенации в конце эксперимента с моделью (отражает 
количество образовавшихся радикалов), а S0 — площадь 
под кривой ХЛ за первые 30 мин регистрации свечения (от-
ражает начальное количество радикалов). Единица изме-
рения S  — (имп/с) × мин.
Моделирование паркинсонизма. Исследование про-

водили на срезах мозга мышей. Регистрировали ХЛ трех 
срезов ткани области черной субстанции и трех срезов 
области стриатума мозга (как опытных, так и контрольных 
животных). Хемилюминесценцию регистрировали в тече-
ние 25 минут в условиях аэрации кислородсодержащей га-
зовой смесью. Образование САР оценивали по параметру 
S/S0 (за 20 мин аэрации), где S — площадь под кривой ХЛ 
ткани экспериментальных животных и S0 — площадь под 
кривой ХЛ ткани контрольных животных.
Статистическую обработку данных проводили, исполь-

зуя программные пакеты Statistica 7.0 и MS Office Excel 
2010. Результаты представлены в виде среднего значе-
ния и среднего квадратичного отклонения. Достоверность 
различия между группами определяли с помощью крите-

рия Манна–Уитни. Различия признавали статистически до-
стоверными при уровне значимости p <0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Зависимость pH от состава газовой смеси для аэрации

Было проведено исследование влияния состава трех раз-
ных газовых смесей на рН раствора, содержащего обра-
зец ткани сердца. В условиях аэрации атмосферным воз-
духом происходило увеличение pH с 7,4 до 9,0 (рис. 2, А). 
Изменение водородного показателя влияло на интенсив-
ность люцигенин-зависимой хемилюминесценции. Заре-
гистрированные изменения кинетики кривой ХЛ являлись 
прямым следствием защелачивания среды: динамика раз-
вития ХЛ и увеличение рН совпадали во времени (рис. 2).
Наоборот, аэрация смесями газов с повышенным со-

держанием CO2 (карбоген и выдыхаемый воздух) не при-
водила к значимому изменению рН среды в ходе экспе-
римента. Свечение ХЛ оставалось на постоянном уровне 
(рис. 2, Б).
Таким образом, содержание в газовых смесях СО2 

на уровне 4–5 % является достаточным для удержания 
рН на уровне физиологической нормы (7,4). Поэтому для 
дальнейшей регистрации ХЛ образцов тканей была под-
готовлена техническая смесь газов, в которой процент-
ное содержание основных компонентов было аналогично 
выдыхаемому воздуху, но отсутствовали примесные газы 
(КГС). Для создания условий гипоксии была использована 
бескислородная газовая смесь с высоким содержанием 
СО2 (БГС).

Образование свободных радикалов в тканях сердца 
крыс при гипоксии

В условиях повторяющихся циклов гипоксии длитель-
ностью 15 мин значимый рост образования супероксид 
анион-радикала зафиксировано только в момент реокси-
генации на 300-й минуте эксперимента: количество САР 
увеличилось в 1,5 раза по сравнению с исходным уровнем. 
В условиях более длительных циклов гипоксии (150 и 240 

Рис. 2. (А) Изменение рН и (Б) развитие люцигенин-активированной хемилюминесценции в одном из образцов ткани сердца крыс при аэрации образцов 
газовыми смесями различного состава 

Обозначения: 1 — кривая для выдыхаемого воздуха (O2 — 5 %, CO2 — 4,3 %, N2 — 74,0 %); 2 — кривая для атмосферного воздуха (O2 — 21,0 %, CO2 — 
0,03 %, N2 — 78,0 %); 3 — кривая для карбогена (O2 — 95,0 %, CO2 — 5,0 %). Стрелкой указан момент начала аэрации.
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мин) также наблюдали достоверное увеличение ХЛ в конце 
эксперимента, при этом образование САР возросло в 1,8 
и 2,0 раза соответственно (рис. 3, табл. 1).

Образование свободных радикалов в тканях мозга 
мышей при паркинсонизме

Смоделированная стадия паркинсонизма у мышей соот-
ветствует ранней симптомной стадии у людей, и на этой 
стадии у животных было зафиксировано увеличение обра-
зования супероксид анион-радикала. В случае со срезами 
ткани мозга, содержащей стриатум, произошло досто-
верное увеличение продукции САР в 1,7 раза. Для срезов 

Рис. 3. Кривые люцигенин-активированной хемилюминесценции в одном 
из образцов ткани сердца крыс при различных моделях гипоксии. (А) Мо-
дель 1 (цикл гипоксии — 15 мин). (Б) Модель 2 (цикл гипоксии — 150 мин). 
(В) Модель 3 (цикл гипоксии — 240 мин)
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ткани мозга, содержащей черную субстанцию, значимых 
различий между опытными и контрольными животными не 
наблюдалось, но была выявлена тенденция к увеличению 
образования радикалов в 1,3 раза (рис. 4, табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Люцигенин-активированная хемилюминесценция является 
перспективным инструментом для измерения уровня об-
разования САР и оценки нарушений, происходящих в от-
дельных клетках и ткани в целом. Однако ее применение 
требует поддержания постоянства pH среды, равного 7,4. 
При аэрации образцов атмосферным воздухом происхо-
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Показатель
Время гипоксии, мин

15 150 240

S/S0 1,49 ± 0,10 1,76 ± 0,20 2,04 ± 0,15

Ткань
Показатель

S (паркинсонизм) S0 (контроль) S/S0

Стриатум 71,0 ± 5,0* 121,0 ± 15,0 1,7 ± 0,4

Черная субстанция 30,0 ± 10,0 40,0 ± 6,0 1,3 ± 0,5

Таблица 1. Влияние продолжительности гипоксии на образование супе-
роксид анион-радикала в ткани сердца крыс, M ± m (n = 5, p <0,05)

Таблица 2. Образование супероксид анион-радикала в ткани мозга мы-
шей при моделировании паркинсонизма, M ± m (n = 5, * — p <0,05)

0,20

2

1

0,16

0,12

0,08

0,04

0,00

0 5 10 15 20 25

(А)

Время, мин 

0,20

0,16

0,12

0,08

0,04

0 5 10 15 20 25

0,00

(Б)

Время, мин 

Рис. 4. Развитие люцигенин-активированной хемилюминесценции в срезах 
ткани мозга мышей, содержащей стриатум (А) и черную субстанцию (Б)

Обозначения: 1 — кривая для контрольного образца, 2 — кривая для опыт-
ного образца.
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дит изменение водородного показателя, и объема буфер-
ной системы Кребса–Рингера (2 мл на 1 мг ткани) ока-
зывается недостаточно для стабилизации pH на уровне 
7,4. С одной стороны, использование проточной системы 
может помочь решить выявленную проблему за счет по-
стоянного обновления раствора, омывающего ткань. Но 
необходимое техническое дооснащение установки и уве-
личение расхода реактивов делают этот подход трудно-
осуществимым. С другой стороны, возможность изме-
нения состава газовой смеси для аэрации раствора, а 
именно: увеличение содержания СО2, — является более 
простым и доступным способом. Насыщение омывающего 
раствора углекислотой позволяет удерживать рН на по-
стоянном уровне за счет растворения газа в воде и уста-
новления равновесия:

   СО2 + Н2О ↔ Н2СО3 ↔ Н+ + НСО3 ↔ 2Н+ + СО3
2-

Нами было показано, что аэрация газовой смесью, со-
держащей 4–5 % углекислого газа, является оптимальной 
для использования метода.
Известно, что ключевую роль в инфарктных состоя-

ниях человека играет цикл гипоксия/реоксигенация. При 
этом наиболее сильные повреждения ткань получает при 
резком увеличении образования активных форм кислоро-
да и гибнет после возобновления кровоснабжения. Оцен-
ка уровня образования супероксид анион-радикала при 
различной продолжительности гипоксии показала, что 
циклическое воздействие коротких периодов гипоксии 
приводило к меньшей продукции свободных радикалов по 
сравнению с более длительными периодами гипоксии.

Регистрация люцигенин-активированной ХЛ в услови-
ях аэрации образца ткани кислородсодержащей газовой 
смесью показала увеличение уровня образования САР 
в ткани мозга уже через 12 ч после введения последней 
дозы пронейротоксина. Это свидетельствует о том, что 
увеличение продукции свободных радикалов, приводя-
щее к дегенерации нервных клеток, происходит задолго 
до проявления первых клинических симптомов патологии.

ВЫВОДЫ

Оптимизированы условия использования метода люци-
генин-активированной хемилюминесценции для оценки 
радикал-продуцирующей способности биологических тка-
ней. Подобраны составы кислородсодержащей и бескис-
лородной газовых смесей для аэрации опытного образца, 
позволяющие поддерживать pH омывающего образец 
раствора на уровне 7,4. 
Продемонстрирована возможность использования ме-

тода для оценки уровня образования радикалов при ги-
поксии и паркинсонизме. Показано достоверное увели-
чение уровня образования радикалов в ткани сердца для 
циклов гипоксии длительностью 150 мин — в 1,8 раза, 
240 мин — в 2,0 раза. При паркинсонизме уровень обра-
зования САР в областях стриатума и черной субстанции 
через 12 ч после введения последней дозы пронейроток-
сина оказался выше в 1,7 и 1,3 раза соответственно в 
сравнении с контролем.
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Сывороточный альбумин как источник и мишень свободных
радикалов в патологии

Serum albumin as a source of and a target for free radicals 
in pathology

Oxidative stress caused by excessive accumulation of pro-oxidants and/or depletion of antioxidants, is an important pathogenic 
factor. Oxidative stress leads to oxidative modification of macromolecules. Proteins are a target for oxidizing agents. Of other 
antioxidants in human blood plasma, serum albumin is particularly interesting as a target for reactive oxygen species. In this 
brief review albumin is looked upon as a target for free radicals, an antioxidant, and a source of free radicals in its complexes 
with copper ions. Possible targets for free radicals in protein structure and the consequences of their exposure to free radicals 
attacks have been analyzed. The role of glycosylation in contributing to protein oxidative modification has been studied. The 
original experimental data on albumin structure changes in various models of oxidative stress obtained by a spectrofluorimetric 
method are pesented. Increased antioxidant properties of albumin modified in a physical model of oxidative stress 
(UV-irradiation) have been described.

Окислительный стресс, вызванный избыточным накоплением прооксидантов и/или истощением антиоксидантов, яв-
ляется важным патогенетическим фактором. Он вызывает окислительную модификацию макромолекул, и одной из 
мишеней окислителей являются белки. Среди антиоксидантов в плазме крови человека особый интерес в качестве 
мишени для активных форм кислорода представляет сывороточный альбумин. В нашем кратком обзоре он рассмо-
трен как мишень для свободных радикалов и антиоксидант, а также как источник свободных радикалов в комплек-
се с ионами меди. Проанализированы возможные мишени свободных радикалов в структуре белка и последствия 
воздействия радикалов на них. Уделено внимание роли гликозилирования как одного из факторов, способствующих 
окислительной модификации белков. Приведены собственные экспериментальные данные об изменениях в струк-
туре альбумина при разных моделях окислительного стресса, полученные спектрофлуориметрическим методом, 
проиллюстрировано усиление антиоксидантных свойств альбумина при физической модели окислительного стресса 
(ультрафиолетовое облучение).

Ключевые слова:  окислительный стресс, свободные радикалы, сывороточный альбумин человека

Keywords: oxidative stress, free radicals, human serum albumin
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Свободные радикалы играют важную роль в  клеточном 
метаболизме, а при избыточном накоплении вызывают ряд 
неблагоприятных эффектов, выражающихся в  наруше-
ниях структурной и  функциональной организации клет-
ки вплоть до ее гибели вследствие некроза или апопто-
за. Нарушение баланса между свободными радикалами 
(прооксидантами) и антиоксидантами в пользу первых по-
лучило название «окислительный стресс» (ОС). Факторы, 
вызывающие ОС, различны, но все они в итоге приводят 

к окислительной модификации макромолекул — ДНК, бел-
ков, а  также к  пероксидации липидов. Появилось новое 
научное направление — исследование окислительной мо-
дификации белков (ОМБ)  [1]. Накопленные знания в этой 
области не только имеют фундаментальное значение, но и 
получили широкое практическое применение. В последнее 
время содержание окисленных белков стали определять 
в клетках крови и тканях, в результате чего был собран 
большой фактический материал. Установлено, что ОМБ 
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вызывает образование в организме продуктов окисления 
тирозина и триптофана, включая о- и m-тирозины, 3,4-ди-
гидроксифенилаланин (ДОФА), карбонилы и другие окис-
ленные производные; образуются димеры (дитирозины); 
происходит также аутооксидативное гликозилирование 
белков [2].
Действию свободнорадикального окисления противо-

стоит многокомпонентная антиоксидантная система орга-
низма, в которую входят белки плазмы крови, обладаю-
щие антиоксидантными свойствами  [3]. Ключевое место 
среди них принадлежит сывороточному альбумину чело-
века (САЧ). Этот белок взаимодействует со свободными 
радикалами, претерпевая окислительную модификацию, 
и защищает организм. Окислительная модификация аль-
бумина приводит к потере или полному исчезновению его 
многообразной функциональной активности, что само по 
себе может вызвать множество эффектов. Однако при 
этом САЧ приобретает новые свойства и, возможно, на-
чинает выполнять новые функции. Помимо прочего, окис-
лительно-модифицированный альбумин может служить 
эффективным маркером ОС.
В связи с возросшим интересом к роли САЧ при сво-

боднорадикальном окислении представлялось важным 
обобщить накопленный материал, рассмотрев данный бе-
лок с двух позиций — как источник и как мишень свобод-
ных радикалов.

Сывороточный альбумин как источник 
свободных радикалов

В плазме крови церулоплазмин и альбумин — два ос-
новных белка, ответственных за связывание и транспорт 
меди, которые одновременно предотвращают ее вредное 
действие на другие белки плазмы, клетки самой крови и 
окружающих тканей  [4]. Церулоплазмин содержит медь 
в активном центре, и реакции с участием этого белка не 
сопровождаются образованием каких-либо радикалов. 
Второй по величине плазменный пул меди связан с САЧ, 
который содержит один сайт высокого сродства по отно-
шению к ней, N-терминальный трипептид (Cu2+/Ni2+-связы-
вающий мотив) Asp-Ala-His  [5]. В обычных условиях лишь 
менее 1 % общего альбумина содержит связанную медь, 
но этого достаточно для образования в крови большого 
количества радикалов. При некоторых патологических со-
стояниях, например болезни Вильсона или артрите, уро-
вень альбумин-связанной меди может быть значительно 
увеличен (в 2–5 раз) [6–8].
Вопрос о том, в каких условиях и по каким причинам 

может изменяться радикал-продуцирующая (то есть про-
оксидантная) активность комплекса САЧ с ионами меди, 
был подробно изучен Y.  A. Gryzunov и соавт.  [9]. В ука-
занной работе исследованы, во-первых, влияние моди-
фикации аминокислотного остатка цистеин-34 (Cys-34) 
на каталитическую активность комплекса, а во-вторых, 
действие неэстерифицированных жирных кислот при их 
связывании альбумином. Критерием прооксидантной ак-
тивности комплекса служила скорость образования ра-
дикалов аскорбиновой кислоты, определяемая методом 
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР), поскольку 
аскорбиновая кислота является одним из основных пере-
хватчиков свободных радикалов в плазме крови. При со-
отношении меди и альбумина ниже 1 : 1 связанная медь 
была практически редокс-неактивной, но лишь до тех пор, 
пока Cys-34 был в восстановленном состоянии (назовем 

Рис. 1. Схема расположения центров связывания жирных кислот, меди, 
а также локализация зондов I и II в доменах I, II и III в структуре САЧ

неактивный комплекс Cu/САЧ-SH). Алкилирование, нитро-
зилирование или окисление тиоловой группы приводило 
к появлению каталитической радикал-продуцирующей 
активности комплекса (Cu/САЧ). Эта активность была 
ниже активности свободных ионов меди, не связанных с 
альбумином, более чем на порядок, но важно отметить, 
что она все-таки была. Методом ультрафильтрации было 
доказано, что активностью обладает именно комплекс 
со стехиометрией медь/белок 1 : 1, а не свободные ионы 
меди, случайно образовавшиеся при обработке комплекса 
Cu/САЧ-SH.
В указанной работе  [9] было также обнаружено, что 

комплекс Cu/САЧ-SH, будучи каталитически неактивным, 
если альбумин не содержал примесей жирных кислот, 
приобретал радикал-продуцирующую активность при 
связывании свободных жирных кислот в результате изме-
нения при этом конформации белка. Как изменение кон-
формации, оцененное по флуоресценции зондов (зонды  I 
и II на рис. 1), так и каталитическая активность достигали 
максимума при молярном соотношении жирной кислоты 
и белка 3 : 1 для олеиновой кислоты и 2 : 1 для линоле-
вой. При этом параллельно связыванию жирных кислот 
и вызываемым данным процессом глубоким конформа-
ционным изменениям наблюдалось окисление SH-групп 
Cys-34 и одновременно — увеличение редокс-активности 
медь-альбуминового комплекса. Авторами сделан вы-
вод, что жирные кислоты регулируют анти-/проокси-
дантные свойства комплекса Cu/САЧ путем изменения 
редокс-статуса Cys-34. 
Последовательность событий при этом можно предста-

вить следующим образом (рис. 1):
1) связывание жирных кислот в доменах белка I, II и III;
2) изменение конформации альбумина (изменяется 

флуоресценция зондов I и II);
3) активация каталитической (редокс-) активности ком-

плекса Cu в центре связывания;
4) окисление SH-группы Cys-34;
5) катализируемое Cu/САЧ окисление других молекул 

растворенным кислородом с образованием радикалов 
(окислительный стресс).
Таким образом, прооксидантные свойства комплекса 

САЧ с ионами меди реализуются лишь после окисления 
SH-группы белка или взаимодействия тиоловой группы с 
монооксидом азота (NO).

Зонд ll 

Зонд l

Домен lll 

Домен l 

Домен ll 

Cys-34
-SH, -S-NO, -S-Ox

His-3 в цетре
связывания Cu

Центры связывания
жирных кислот
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тирозина и 1 остаток триптофана. Результат окислитель-
ной модификации свободных тирозина и триптофана, а 
также альбумина — усиление защитных свойств белка, 
поскольку образуются продукты окисления, являющиеся 
антиоксидантами [22]. В частности, одним из таких продук-
тов в случае тирозина выступает ДОФА [22].
Таким образом, под действием свободных радикалов 

САЧ теряет свободную тиоловую группу цистеина, часть 
тирозиновых и триптофановый остаток. Чем выше уровень 
ОС в крови человека (по другой терминологии — систем-
ного ОС), тем сильнее степень потери тиолов и ароматиче-
ских аминокислот. Оба этих критерия в настоящее время 
используются для оценки уровня ОС в клинической прак-
тике. Заметим при этом, что ароматические аминокисло-
ты, входящие в состав САЧ, являются природными флуо-
рофорами, а следовательно, изучение их окислительной 
деструкции можно проводить простым и чувствительным 
методом регистрации ультрафиолетовой (УФ) флуорес-
ценции. Этому вопросу посвящен ряд работ. Снижение 
флуоресценции САЧ наблюдали при исследовании влия-
ния гликозилирования  [23] и свободных радикалов  [24], 
моделируя сахарный диабет. Авторами была обнаружена 
четкая корреляция между конформационными изменени-
ями молекулы белка и его антиоксидантными свойствами, 
подтверждена ключевая роль ионов меди при проявлении 
прооксидантных свойств альбумина. Аналогичные эф-
фекты снижения интенсивности аналитического сигнала, 
представляющие полезный индекс деградации аминокис-
лот и демонстрирующие четкую зависимость окисления и 
конформационных перестроек белка, были обнаружены 
при исследовании воздействия индивидуального гидрок-
сильного радикала (•OH) и его комбинации с суперок-
сидным анион-радикалом (•OH +  •О2-) на белки  [25]; при 
изучении окисления тиоловых групп и увеличения числа 
фруктозаминов у пациентов, страдающих обструктивным 
апноэ сна [26]; при оценке структурных изменений белка, 
опосредованных взаимодействием с пероксинитритом 
(окислением триптофана и цистеина, нитрованием ти-
розина, формированием дитирозина, продуцированием 
2,4-реактивного динитрофенилгидразина, карбонилов и 
фрагментацией молекулы)  [27]; при моделировании «мяг-
кого» ОС, вызванного действием аскорбата, кислорода и 
следовых количеств металлов [28]; наконец, при исследо-
вании корреляции роста окислительной модификации САЧ 
с увеличением степени тяжести печеночной недостаточно-
сти, характеризующейся повышенным содержанием кар-
бонильных групп и одновременно окислением Cys-34 [29].
В последнее время было показано, что окислительная 

модификация белков усиливается в результате их гликози-
лирования [30]. В работе J. V. Hunt, S. P. Wolff [30] этот факт 
был продемонстирирован на примере триптофана. Более 
того, многими наблюдениями установлено, что гликозили-
рование и окисление тесно связаны друг с другом: глико-
зилирование не только усиливает процесс окисления, но 
и само усиливается им (для описания этого свойства был 
даже введен термин «glycoxidation» — гликооксидация, от 
англ. glucosylation и oxidation) [31]. F. Monacelli и соавт. [31] 
с помощью флуоресцентной спектроскопии и метода 
кругового дихроизма исследовали конечные продукты 
окисления и гликозилирования, а также конформацион-
ные изменения САЧ после инкубации с рибозой, аскор-
биновой кислотой (АК) и диэтилентриамин-пентауксусной 
кислотой (ДТПК) в различных комбинациях. Установлено, 
что рибоза вызывает значительное повышение уровня 
пентозидина (маркера гликозилирования), при этом АК и 

Сывороточный альбумин как мишень 
свободных радикалов

Существует большое число данных о том, что САЧ облада-
ет антиоксидантной активностью, которая обусловлена не 
одной, а по меньшей мере тремя причинами: 1) связыва-
нием металлов переменной валентности, например меди; 
2) реакцией со свободными радикалами (ловушка радика-
лов); 3)  образованием при окислительной модификации 
продуктов, обладающих антиоксидантными свойствами.
Если добавить САЧ к липопротеинам крови, которые бы-

стро окисляются в присутствии ионов меди, то перекисное 
окисление липидов в липопротеинах резко тормозится [10], 
однако не исчезает полностью, поскольку в комплексе с 
альбумином медь сохраняет каталитическую активность. 
Таким образом, САЧ является антиоксидантом, потому что 
образует комплекс с ионами меди, но этот комплекс сам по 
себе может быть прооксидантом, что зависит от количества 
связанной с альбумином меди в плазме крови и активности 
этого комплекса. Как уже было отмечено, связывание NO 
и жирных кислот, а также химическая модификация тиоло-
вой группы Cys-34 делают комплекс Cu/САЧ каталитически 
активным. Напротив, нативный САЧ полностью подавляет 
каталитическую активность ионов меди.
Перехватчиком (ловушкой) радикалов в сывороточном 

альбумине служит прежде всего SH-группа Cys-34, благо-
даря которой САЧ составляет основную часть активных 
тиолов в плазме крови  [11, 12]. Окисление Cys-34 приво-
дит к образованию сульфеновой кислоты (RSOH), которая 
в дальнейшем окисляется до сульфиновой (RSO2H) или 
сульфоновой (RSO3H)  [13]. Поскольку, как уже было ска-
зано, SH-группы служат защитой от свободнорадикаль-
ного окисления  [14, 15], их концентрация в плазме крови 
заметно снижается при усилении ОС, в том числе при 
многих заболеваниях  [16–18], а также при старении  [19]. 
K. Oettl и соавт. методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ) с флуоресцентным детектировани-
ем исследовали редокс-состояние САЧ (Cys-34) в качестве 
возможного системного маркера ОС у больных с различ-
ными заболеваниями (катарактой, глаукомой, возрастной 
дегенерацией желтого пятна, сахарным диабетом, диабе-
тической ретинопатией и гипертензией) с осложнениями и 
без осложнений и с учетом возможных возрастных послед-
ствий [20].
Другой аминокислотой, чувствительной к действию 

свободных радикалов, является метионин. В состав САЧ 
входят 6 остатков метионина. Действие самых разно-
образных окислителей приводит к образованию метионин 
сульфоксида (MetSO). Однако изменения в свойствах САЧ, 
вызываемые свободными радикалами, в случае с метио-
нином трактуются не вполне однозначно. Если спроециро-
вать ситуацию на ферменты, то можно обратиться к работе 
R. Levine и соавт.  [21], в которой автор на примере глута-
мин-синтазы установил, что предпочтительное окисление 
незащищенных метиониновых остатков ферментов мало 
сказывается на выполняемых ею биологических функциях. 
Вместе с тем в работе высказано предположение, что цикл 
окисления и восстановления метиониновых остатков в био-
логических системах может служить фактором защиты от 
активных форм кислорода и предотвращать другие функ-
ционально важные изменения в структуре белка.
Третьей мишенью для свободных радикалов в сыво-

роточном альбумине служат ароматические аминокисло-
ты, которые в условиях ОС могут подвергаться окисли-
тельной модификации. В состав САЧ входят 18 остатков 
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ДТПК предотвращают его накопление, особенно на более 
поздних стадиях инкубации. Рибоза умеренно увеличивала 
содержание продуктов окисления белка, в то время как АК 
сильно ингибировала их формирование. Кроме того, ри-
боза в комбинации с АК способствовала дополнительному 
увеличению образования продуктов окисления, а ДТПК за-
тормаживала АК-индуцированное образование продуктов 
окисления белка. Методом кругового дихроизма получены 
результаты, позволяющие утверждать, что АК и ДТПК яв-
ляются сильными модификаторами α-спиральной части 
структуры САЧ, в то время как рибоза влияет на структуру 
белка только на более поздних стадиях инкубации. 
На основании анализа литературы ранее в нашей лабо-

ратории была проведена серия экспериментов по исполь-
зованию САЧ в качестве маркера при различных моделях 
ОС с оценкой структурных изменений альбумина методом 
спектрофлуориметрии и его антиоксидантных свойств — 
методом люминол-активированной хемилюминесценции 
(с некоторыми модификациями)  [32]. Растворы люминола 
C8H7N3O2 (Sigma-Aldrich, США, M =  177,16), САЧ (Sigma-
Aldrich, М  =  69  000), АБАП (2,2’-азобис(2-амидинопро-
пан) дигидрохлорид, Fluka, Германия) были приготовлены 
растворением соответствующих навесок в фосфатном 
буферном растворе (KH2PO4, ЧДА). Рабочую концентра-
цию вещества, использованного в качестве стимула ней-
трофилов, — N-формил-метионин-лейцин-фенилаланина 
(ФМЛФ, Sigma-Aldrich) получали разбавлением исходного 
раствора средой (раствор Хенкса с глюкозой  / HEPES). 
Для облучения брали образцы со значением оптической 
плотности не более 0,2 для обеспечения равномерного 
поглощения УФ во всем объеме раствора и линейности 
регистрации спектров флуоресценции. Нейтрофилы вы-
деляли из крови пациентов с гранулематозом Вегенера 
(Клиника нефрологии, внутренних и профессиональных 
болезней им.  Е.  М.  Тареева). Все измерения выполняли 
на спектрофлуориметре RF-5301 PC (SHIMADZU, Япония) 
и на хемилюминометре Lum-5773 («ДИСофт», Россия) 
с программным обеспечением PowerGraph, спектры по-
глощения регистрировали на спектрофотометре Specord 
200 (Jena Eng., Германия). Образцы облучали на приборе 
Bio-Link (Vilber Lourmat, Франция), позволяющем осущест-
влять дозирующее воздействие, с эффективной длиной 

коротковолнового излучения 254 нм. В работе использо-
вали следующие модели ОС: физико-химическую (термо-
индуцированный распад АБАП), химическую (действие на 
альбумин радикалов супероксида и гидроксила, образую-
щихся в системе Со2+/Н2О2), физическую (воздействие раз-
личных доз УФ-облучения), биологическую (образование 
радикалов при активации клеток-фагоцитов). Полученные 
экспериментальные спектры флуоресценции представ-
лены на рис. 2. Во всех экспериментах в качестве среды 
был использован фосфатный буферный раствор 100 Мм, 
рН 7,4; длина волны возбуждения для регистрации спек-
тров флуоресценции составляла 260 нм.
Как показывают результаты исследования, при всех 

моделях ОС наблюдается окислительная модификация 
белка, что проявляется в снижении интенсивности флуо-
ресценции. Более подробно была рассмотрена физичес-
кая модель ОС (УФ-облучение). Полученные эксперимен-
тальные данные представлены на рис. 3. Во всех экспе-
риментах в качестве среды был использован фосфатный 
буферный раствор 100 Мм, рН 7,4; длина волны возбужде-
ния для регистрации спектров флуоресценции составляла 
260  нм. Регистрацию хемилюминесценции осуществляли 
следующим образом: в кювете смешивали растворы АБАП 
и люминола, полученную смесь инкубировали 20 мин при 
комнатной температуре в темноте, после чего к смеси 
АБАП и люминола добавляли фосфатный буферный рас-
твор, нагретый в термостате до 37 °С. Кювету устанавлива-
ли в прибор и регистрировали кривую развития хемилю-
минесценции с выходом на плато. После выхода кривой 
на стационарный уровень генерации радикалов в систему 
вносили аликвоту антиоксиданта (САЧ).
На рис. 3 продемонстрированы дозозависимое сниже-

ние интенсивности аналитического сигнала под действием 
УФ и одновременное усиление антиоксидантных свойств 
САЧ: увеличивается площадь «провала» (латентный пери-
од, tлат — время, в течение которого наблюдается тушение 
флуоресценции под кривой). Это можно объяснить тем, 
что в результате окисления ароматических аминокислот 
образуются продукты с антиоксидантными свойства-
ми [22]. На рис. 4 приведена корреляция между снижением 
интенсивности флуоресценции и ростом антиоксидантной 
активности (tлат, мин).

Рис. 2. Спектры флуоресценции, полученные в результате исследования. (1) САЧ (0,66 мкМ) и АБАП (2,5 мМ), цифры у кривых указывают время инкубации.
(2) САЧ (0,66 мкМ), Н2О2 (3 мМ) и Со2+ (0,3 мМ), цифры у кривых САЧ + Н2О2 + Со2+ указывают время после добавления Со2+ в систему: 0, 3, 6, 9 и 15 мин.
(3) САЧ (0,66 мкМ), цифры у кривых указывают дозы УФ-облучения, кДж/см2. (4) САЧ (фракция, выделенная из плазмы и разбавленная в соотношении 
1 : 100) и добавки нейтрофилов, стимулированных сульфатом бария и ФМЛФ
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ВЫВОДЫ

Проведен анализ и обобщены известные эксперимен-
тальные данные о роли альбумина как источника и одно-
временно мишени свободных радикалов. С альбумином 
связан второй по величине пул меди в плазме крови. При 
различных патологических состояниях уровень альбу-
мин-связанной меди повышается. Рассмотрены механизм 
и условия реализации прооксидантных свойств образу-
ющегося комплекса. Вместе с тем сам по себе альбумин 
является основным защитным белком плазмы, и данная 
функция реализуется прежде всего за счет его способно-
сти перехватывать свободные радикалы. Протекторные 
свойства альбумина проявляются в первую очередь бла-
годаря наличию SH-групп цистеина-34. Некоторый вклад 
в это могут вносить 6 остатков другой аминокислоты — 

метионина, также весьма чувствительные к окислению. 
Наконец, за образование продуктов, обладающих выра-
женными антиоксидантными свойствами, ответственны 
ароматические аминокислоты  — последний факт под-
креплен собственным экспериментальным материалом. 
Окислительная модификация сывороточного альбумина 
в разных моделях окислительного стресса была оценена 
спектрофлуориметрическим методом, более подробно 
разобрана физическая модель (ультрафиолетовое облу-
чение): показано дозозависимое снижение интенсивности 
аналитического сигнала при одновременном усилении 
антиоксидантных свойств белка, которые отслеживали с 
помощью метода люминол-активированной хемилюми-
несценции. Одним из продуктов, обладающих антиокси-
дантными свойствами, оказался ДОФА, образующийся в 
результате окисления тирозина.
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А. В. Курашенко1, Е. О. Самойлова1, М. В. Балева1, И. В. Чичерин1, Д. Ю. Петров2, П. А. Каменский1     , С. А. Левицкий1

Maintaining mitochondrial genome integrity is essential for the viability of the whole organism. Mitochondrial genome 
mutations lead to muscular dystrophies, neurodegenerative diseases, and are associated with aging. In this work a baker’s 
yeast (Saccharomyces cerevisiae) mitochondria model was used to investigate DNA-binding abilities of different domains of 
a mitochondrial Abf2p protein which participates in homologous recombination and reparation. A weak non-specific HMG1 
binding to linear DNA and a specific HMG1 binding to a branched DNA with a dissociation constant of 510 nM have been 
discovered. The HMG2 domain itself does not bind to any DNA and either has other functions or demonstrates its DNA-binding 
activity in a full-length protein only.

Два HMG-домена митохондриального белка дрожжей Abf2p 
обладают различным сродством к ДНК

Two HMG domains of yeast mitochondrial protein Abf2p 
have different affinity to DNA

Поддержание постоянства митохондриального генома имеет большое значение в обеспечении функционирования 
организма в целом. Мутации в геноме митохондрий могут быть причиной развития мышечных дистрофий и нейродеге-
неративных заболеваний, установлена также их связь с процессом старения организма. В данной работе исследована 
ДНК-связывающая способность отдельных доменов митохондриального белка пекарских дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae Abf2p, участвующего в процессах гомологичной рекомбинации и репарации. Выявлено, что домен HMG1 не-
специфично и слабо связывает линейную ДНК и при этом специфично взаимодействует с разветвленной структурой 
ДНК с константой диссоциации комплекса 510 нМ. Домен HMG2 сам по себе не обладает способностью связываться 
с ДНК и, вероятно, предназначен для осуществления других функций либо же проявляет ДНК-связывающую актив-
ность в составе полноразмерного белка.

Ключевые слова: митохондрия, митохондриальный геном, Abf2p, рекомбинация
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Митохондрии — это внутриклеточные органеллы, играю-
щие ключевую роль в обеспечении большинства эукарио-
тических клеток энергией за счет синтеза аденозинтри-
фосфорной кислоты (АТФ). Большую часть соединений, 
необходимых митохондриям для функционирования, они 
получают из цитоплазмы, однако обладают собственным 
аппаратом хранения и передачи генетической информа-
ции, а именно — своей ДНК и системой биосинтеза белка. 

Митохондриальная ДНК (мтДНК) представлена, как прави-
ло, кольцевой замкнутой молекулой ДНК, кодирующей ми-
тохондриальные рРНК, митохондриальные тРНК и белки, 
участвующие в окислительном фосфорилировании.
В силу повышенной частоты повреждений мтДНК по 

сравнению с ядерной ДНК  [1], что обусловлено высокой
концентрацией активных форм кислорода в митохондри-
ях, большое значение в поддержании нормального функ-
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ционирования этих органелл имеет система репарации 
митохондриального генома. Одним из наиболее важных 
путей репарации двунитевых разрывов как ядерной, так и 
мтДНК является гомологичная рекомбинация. Действи-
тельно, процессы митохондриальной гомологичной ре-
комбинации обнаружены практически у всех основных 
групп эукариотических организмов (растений [2], грибов 
[3] и беспозвоночных [4]). Предполагается, что механизмы 
рекомбинации ДНК в ядре и митохондриях в целом ана-
логичны [5]. Особенно актуальным изучение гомологичной 
рекомбинации в митохондриальном геноме стало после 
получения доказательств существования этого процесса 
у млекопитающих [5] и связи накопления опосредованных 
рекомбинацией делеций с развитием ряда заболеваний 
человека (мышечных дистрофий, нейродегенеративных 
заболеваний), старением и процессами онкогенеза [6].
Пекарские дрожжи Saccharomyces cerevisiae являются 

чрезвычайно удобным объектом для исследования про-
цессов, проходящих в митохондриях. У данного организ-
ма они имеют значительное функциональное сходство с 
человеческими, при этом дрожжи могут осуществлять 
жизнедеятельность в отсутствие функционально полно-
ценных митохондрий, что позволяет делетировать гены тех 
или иных митохондриальных белков и изучать фенотипи-
ческие проявления подобных мутаций. Митохондриальный 
геном S. cerevisiae представляет собой организованную в 
пространстве структуру, называемую нуклеоидом, содер-
жащую до 10 копий мтДНК, которые взаимодействуют с 
различными белками. Митохондриальная ДНК в составе 
нуклеоида имеет трехмерную организацию, тесно связан-
ную с механизмами репликации, транскрипции и наследо-
вания. Укладка в нуклеоид также защищает ДНК от атаки 
активных форм кислорода, появляющихся в ходе окисли-
тельного фосфорилирования [7]. 
Одним из наиболее широко представленных белков, 

взаимодействующих с мтДНК в нуклеоидах митохондрий 
дрожжей, является Abf2p. Впервые в чистом виде он был 
получен в 1979 г. [8], а наименование Abf2p было присвое-
но ему в 1991 г. [9]. Этот белок содержит в своем составе 
два домена — HMG1 (High-Mobility Group 1) и HMG2 (High-
Mobility Group  2) — и на сегодняшний день исследован 
наиболее полно среди прочих белков митохондриального 
нуклеоида дрожжей. 

Abf2p — это уникальный белок с самой высокой основ-
ностью среди белков нуклеоида [10]. Он генерирует нега-
тивную суперспирализацию ДНК при контакте с кольцевой 
плазмидой в присутствии топоизомеразы 1 [10]. Дрожжи, 
мутантные по Abf2p, способны поддерживать мтДНК при 
росте на среде YPG, содержащей глицерин в качестве 
источника углерода. Однако при культивировании на сре-
дах со сбраживаемыми источниками углерода, например 
глюкозой, происходит постепенная потеря мтДНК [10]. До-
казано также, что при мутации по гену Abf2p значительно 
снижается количество актов рекомбинации в митохондри-
ях при спаривании со штаммом дикого типа [11]. Кроме 
того, Abf2p обеспечивает стабилизацию интермедиатов 
образования структуры Холлидея, что также указывает на 
важность этого белка в рекомбинации [12]. 
Несмотря на большое число работ, посвященных ис-

следованию Abf2p, молекулярные механизмы его участия 
в процессах рекомбинации мтДНК остаются неизучен-
ными. Наличие в составе митохондриального ДНК-свя-
зывающего белка Abf2p двух HMG-доменов характерно 
для большинства белков семейства HMGB: известно, что 
они связываются с малой бороздкой ДНК с ограниченной 

специфичностью или же полностью неспецифичной [13]. 
Кроме того, предполагается, что HMG-домены, входя-
щие в состав таких белков, связывают ДНК независимо 
друг от друга с близкой эффективностью [13]. Однако, по 
всей видимости, митохондриальные HMG-белки обладают 
значительно более широкой функциональностью, чем их 
ядерные гомологи. Так, митохондриальный ДНК-связы-
вающий белок человека, TFAm, помимо функции компак-
тизации нуклеоида, является транскрипционным факто-
ром и, вероятно, участвует в процессах рекомбинации и 
репарации мтДНК [14]. Своей многофункциональностью, 
а также характеристиками связывания с ДНК TFAm сходен 
с бактериальными HU-белками [14]. Предполагается, что 
Abf2p также обладает мультифункциональными свойства-
ми, поскольку является структурным аналогом TFAm в ми-
тохондриях дрожжей. 
В данной работе мы получили рекомбинантные белки, 

соответствующие двум доменам Abf2p — HMG1 и HMG2, 
и изучили ДНК-связывающую способность этих доменов 
по отношению к линейному ДНК-дуплексу и структуре, 
имитирующей поздний интермедиат гомологичной реком-
бинации — структуру Холлидея.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клонирование и экспрессия генов

Участки гена ABF2, соответствующие доменам HMG1 
(аминокислотные остатки 27–115) и HMG2 (аминоксилот-
ные остатки 112–183), амплифицировали с помощью пар 
праймеров abfhmg1F (GATACATATGGGTCCTAAAAGGCCC
ACATC)  / abfhmg1R (CGTCCTCGAGAGGAAGTTTTTCGTCA
AACTCC) и abfhmg2F (GGCGCATATGGAGTTTGACGAAAAA
CTTCC)  /  abfhmg2R (GAGGCTCGAGAGCATTATATTCTTGG
ATAGC) соответственно. В качестве матрицы использова-
ли геномную ДНК дрожжей штамма BW303. Полученные 
продукты амплификации обрабатывали эндонуклеаза-
ми рестрикции NdeI и XhoI (Thermo Fisher Scientific, США) 
и клонировали в составе экспрессионного вектора pET32a 
(Novagen, США). Таким способом были получены векторы 
pET32a_HMG1 и pET32a_HMG2. Соответствие клониро-
ванных последовательностей референсным подтвержда-
ли секвенированием по Сэнгеру в лаборатории постге-
номных технологий НИИ физико-химической медицины 
ФМБА России. Полученными плазмидами трансформи-
ровали экспрессионный штамм Escherichia coli B834(DE3), 
отдельные колонии трансформантов переносили в жидкую 
среду 2xYT с 100 мкг/мл карбенициллина, культивировали 
при температуре 37 °С при интенсивном перемешивании 
до ОD600 ~ 0,6–0,8, после чего индуцировали экспрессию 
клонированных генов добавлением изопропил-β,D-галак-
тотиопиранозида (IPTG) до концентрации 0,25 мМ, продол-
жали культивирование при температуре 30 °С в течение 
3  ч. После этого клетки собирали центрифугированием 
(3000 g, 10  мин) и ресуспендировали в стартовом буфе-
ре (25 мМ Na-фосфатный буфер с pH 7,4; 500 мМ NaCl; 
20 мМ имидазола). Ресуспендированные клетки разруша-
ли ультразвуком в режиме 4 импульсов по 15 сек каждый 
при амплитуде 20 %, полученные клеточные лизаты цен-
трифугировали при 17 000 g в течение 20 мин. Суперна-
танты, содержащие рекомбинантные белки, собирали и 
проводили дальнейшую очистку целевого продукта с по-
мощью металл-хелатирующей хроматографии на колонке 
HisTrap объемом 1  мл, заполненной Ni-NTA сефарозой 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение рекомбинантных белков

Для того чтобы выяснить, какую роль играет каж-
дый из HMG-доменов митохондриального белка Abf2p 
в осуществлении его функций, мы получили реком-
бинантные белки, соответствующие обоим доменам. 
После выделения и очистки этих белков степень их 
чистоты оценивали с помощью денатурирующего элек-
трофореза (рис.  1). Полученные препараты белков об-
ладали достаточной степенью чистоты для проведе-
ния дальнейших исследований. Выход рекомбинантных 
белков составил 8 мг/л культуры для HMG1 и 4,2 мг/л куль-
туры для HMG2.

Анализ взаимодействия отдельных HMG-доменов 
с линейной и крестообразной ДНК

Как уже было отмечено, в настоящее время считается, что 
HMG-домены белков семейства HMGB связывают ДНК не-
зависимо друг от друга с близкой эффективностью. Для 
того чтобы проверить, верно ли это в отношении Abf2p, 
мы провели анализ связывания линейного дуплекса ДНК 
длиной 40 пар оснований (п. о.) и синтетической кресто-
образной структуры, имитирующей структуру Холлидея, 

(GE Healthcare, США), с применением системы высоко-
эффективной хроматографии белков AKTA Purifier (GE 
Healthcare, США) согласно рекомендациям производите-
ля. За элюцией целевых белков следили по поглощению 
при длине волны 280  нм. Фракцию с целевым белком 
сразу переводили в буфер для хранения (25 мМ Трис-HCl 
pH 7,4; 150 мМ NaCl; 5 мМ ЭДТА) с использованием колонки 
HiTrap Desalting объемом 5  мл, содержавшей сефадекс 
G-25. За эффективным переводом белка в буфер для 
хранения следили по соотношению пиков поглощения при 
длине волны 280 нм и проводимости раствора. 
Концентрацию белков определяли по поглощению при 

длине волны 280 нм на спектрофотометре NanoPhotometr 
(Implen, Германия) по известным коэффициентам моляр-
ной экстинкции (12 090 М-1 ×  см-1 для обоих белков) и с 
учетом точных молекулярных масс: 12 632,39 Да для HMG1 
и 10 177,58 Да для HMG2.

Сборка структур ДНК

Использованные в работе структуры (ДНК-дуплекс и 
структура Холлидея) были собраны из олигонуклеотидов 
x-FAM (FAM-AGTCTAGACTGCAGTTGAGTCCTTGCTAGGAC
GGATCCCT), x-com (AGGGATCCGTCCTAGCAAGGACTCAA
CTGCAGTCTAGACT), b (AGGGATCCGTCCTAGCAAGGGGC
TGCTACCGGAAGCTTCT), r (AGGAATTCAACCACCGCTCAA
CTCAACTGCAGTCTAGACT), h (AGAAGCTTCCGGTAGCAGC
CTGAGCGGTGGTTGAATTCCT), аналогичных таковым в ис-
следовании D. R. Duckett и D. M. Lilley [15]. Линейную дву-
цепочечную ДНК собирали из олигонуклеотидов x-FAM и 
x-com, структуру Холлидея — из олигонуклеотидов x-FAM, 
b, r, h. Сборку проводили следующим образом. К 20 мкл 
двукратного буфера (25 мМ Трис-HCl pH 7,5; 150 мМ NaCl) 
добавляли по 5 мкл 1 мкМ раствора меченого олигонуклео-
тида (x-FAM) и по 5 мкл 2 мкМ растворов остальных олиго-
нуклеотидов, при необходимости доводя объем реакцион-
ной смеси до 40 мкл деионизованной водой. Реакционные 
смеси нагревали на водяной бане до температуры 95 °С, 
после чего пассивно охлаждали в течение 3  ч до 25 °С.

Метод задержки в геле

Каждая из реакционных смесей состояла из 2 мкл 5-крат-
ного EMSA-буфера (100  мМ Трис-HCl pH 8,0; 1 M NaCl; 
1  мг/мл BSA; 35 % глицерин), 1  мкл 100 нМ раствора 
ДНК-структуры и различных концентраций рекомбинант-
ного белка. Общий объем каждой реакционной смеси со-
ставлял 10 мкл и при необходимости доводился до конеч-
ного с помощью деионизованной воды. 
Реакционные смеси инкубировали в течение 15 мин 

в темноте при комнатной температуре. После этого их 
наносили на 6 % полиакриламидный гель (20  ×  20 см), 
приготовленный на буфере TBE (90  мМ Трис-борат, 
2  мМ ЭДТА). Гель до нанесения образцов подвергался 
предварительному электрофорезу при 400  В в течение 
40 мин при активном охлаждении до температуры 10 °С. 
Электрофоретическое разделение образцов проводили 
в течение 120 мин при тех же условиях. После прохожде-
ния электрофореза гель сканировали с помощью сканера 
Storm 860 (GE Healthcare, США) в режиме флуоресценции 
с возбуждением в синем канале. Полученные изображения 
анализировали с помощью программы ImageJ, определяя 
для каждой дорожки площадь и интенсивность флуорес-

ценции полос свободной и связанной ДНК. По соотноше-
нию интегральных значений интенсивности флуоресцен-
ции полосы к сумме площадей полос в треке подсчитыва-
ли концентрации свободной и связанной ДНК. Константы 
диссоциации вычисляли по формуле: 

KD = [Df] × [P0 – Db] / [Db], 
где [Df] — концентрация свободной ДНК, [Db] — кон-
центрация связанной ДНК, [P0] — концентрация белка. 
Все концентрации выражались в нМ. Для каждой пары 
ДНК  /  рекомбинантный белок проводили не менее трех 
независимых экспериментов.

Рис.  1. Выделение и очистка рекомбинантных белков, соответствующих 
доменам HMG1 и HMG2 белка Abf2p

Очистку рекомбинантных белков проводили методом металл-аффинной 
хроматографии на никель-сефарозе. 1 — маркеры молекулярных масс 
(слева приведены молекулярные массы маркерных белков); 2, 6 — лизаты 
разрушенных клеток; 3, 7 — фракции, не связавшиеся с аффинной колон-
кой; 4, 8 — очищенные препараты рекомбинантных белков HMG1 и HMG2 
соответственно.
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ВЫВОДЫ

В результате проведенного исследования удалось устано-
вить, что домен HMG1 митохондриального белка дрожжей 
Abf2p неспецифично и слабо связывает линейную ДНК, при 
этом образуя специфичный комплекс с крестообразной 
ДНК с константой диссоциации 510 нМ. Домен HMG2 сам по 
себе не обладает способностью связываться с ДНК in vitro.

Рис. 2. Анализ связывания рекомбинантных белков, соответствующих до-
менам HMG1 и HMG2, с ДНК методом задержки в геле 

Линейный ДНК-дуплекс (double-stranded DNA — dsDNA) и крестообразную 
ДНК (4-way junction — 4wj) в концентрации 10 нМ инкубировали с возраста-
ющими концентрациями рекомбинантных белков, после чего реакционные 
смеси разделяли в 6% полиакриламидном геле. (А) Связывание с ДНК до-
мена HMG1; 1–4 — взаимодействие с ДНК-дуплексом, 5–9 — связывание 
с крестообразной ДНК; C1 — образующийся комплекс. (Б) Связывание с 
ДНК домена HMG2; 1–3 — взаимодействие с ДНК-дуплексом, 4–6 — связы-
вание с крестообразной ДНК. В нижней части рисунка приведены исполь-
зованные концентрации рекомбинантных белков, нМ.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исходя из полученных данных, можно заключить следую-
щее. Домен HMG1 вносит основной вклад в осуществле-
ние ДНК-связывающей активности белка Abf2p. При этом 
домен HMG2 прямой ДНК-связывающей активностью в ус-
ловиях in vitro не обладает, однако он важен для осущест-
вления этой функции полноразмерным белком, поскольку 
константа диссоциации комплекса HMG1 / линейная ДНК, 
согласно нашим результатам, превышает 1 мкМ, а констан-
та диссоциации аналогичного комплекса с Abf2p ниже на 
1–2 порядка. Следует подчеркнуть, что HMG1 способен 
аналогично полноразмерному белку специфично связы-
вать крестообразную структуру ДНК. Эта особенность ха-
рактерна для многих HMGB-белков, участвующих в про-
цессах поддержания целостности ДНК, а именно — в ре-
парации путем рекомбинации [14]. В литературе имеются 
сведения о том, что Abf2p важен для осуществления гомо-
логичной рекомбинации митохондриальной ДНК дрожжей, 
и, по всей видимости, непосредственно специфичность 
связывания полноразмерного белка реализуется за счет 
HMG1 [11, 12]. Роль домена HMG2 в реализации разно-
образных функций Abf2p менее очевидна. Как показыва-
ют наши данные, сам по себе HMG2 не связывается ни с 
линейной, ни с разветвленной ДНК в выбранных условиях 
эксперимента, что достаточно необычно для HMG-домена. 
Тем не менее, опираясь на полученные результаты, нельзя 
однозначно утверждать, что HMG2 в составе полноразмер-
ного белка не будет проявлять ДНК-связывающую актив-
ность. По всей видимости, помимо усиления ДНК-связы-
вающих свойств HMG1 второй домен может участвовать 
в реализации взаимодействия Abf2p с другими белками, 
например в привлечении ферментов, необходимых для ре-
парации и рекомбинации.

с полученными рекомбинантными белками методом за-
держки в геле. 
Домен HMG1 в использованных нами условиях прак-

тически не взаимодействовал с линейной ДНК (рис. 2А). 
Лишь при высокой концентрации белка (500 нМ) наблюда-
лось снижение интенсивности полосы, соответствующей 
свободной ДНК, однако образования комплекса (который 
был бы виден как четкая полоса в верхней части геля) 
не происходило. Исходя из этого, можно заключить, что 
HMG1 слабо и неспецифично взаимодействует с линейной 
ДНК, при этом он эффективно связывал крестообразную 
структуру, комплексы ДНК  / белок выявлялись даже при 
концентрации белка 100 нМ (рис. 2А, С1). По данным трех 
независимых экспериментов мы вычислили кажущуюся 
константу диссоциации комплекса HMG1 c крестообраз-
ной ДНК, равную 510 ± 11,78  нМ. В то же время домен 
HMG2 не образовывал комплексов ни с линейным ду-
плексом ДНК, ни с крестообразной структурой. Даже при 
концентрациях рекомбинантного белка 1  мкМ снижения 
интенсивности полосы, соответствующей свободной ДНК, 
не наблюдалось (рис. 2Б).
Согласно различным литературным источникам пол-

норазмерный белок Abf2p образует комплекс с линейной 
ДНК с константой от 40 до 150 нМ, т. е. значительно мень-
шей, чем домен HMG1 [11, 15]. Мы предположили, что по-
вышенное сродство полноразмерного белка к ДНК относи-
тельно домена HMG1 обусловлено взаимодействием обоих 

доменов. Для того чтобы проверить справедливость этого 
предположения, мы провели эксперимент по задержке 
ДНК в геле после ее инкубации со смесью двух рекомби-
нантных белков. В результате выяснилось, что добавление 
домена HMG2 не влияет на характеристики связывания 
ДНК доменом HMG1 (данные не представлены).
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СТАБИЛЬНОСТЬ ГАДОЛИНИЙСОДЕРЖАЩИХ МАГНИТНО-РЕЗОНАНСНЫХ 
КОНТРАСТНЫХ СРЕДСТВ В ПРИСУТСТВИИ ИОНОВ ЦИНКА И КАЛЬЦИЯ 
В РАЗЛИЧНЫХ СРЕДАХ 

STABILITY OF GADOLINIUM-BASED CONTRAST AGENTS IN THE PRESENCE OF 
ZINC AND CALCIUM IONS IN DIFFERENT MEDIA

To improve the safety of Gd3+-based contrast agents (GBCA) in clinical practice, it is recommended to use the most stable 
substances and to consider conditions determining their stability. The aim of this study was to compare the stability of GBCAs 
for magnetic resonance imaging in the presence of zinc and calcium ions and polyvinylpyrrolidone (PVP) in water, phosphate 
buffer solution and blood serum using proton NMR relaxometry. The study demonstrated that macrocyclic gadobutrol is more 
stable than all linear contrast agents. The addition of PVP (10 mg/ml) improved the stability of linear GBCAs in phosphate buffer 
solution and blood serum. Calcium ions have a much weaker destabilizing effect on GBCAs than zinc ions.

Для повышения безопасности клинического использования гадолинийсодержащих магнитно-резонансных контраст-
ных средств (МРКС) рекомендовано применять наиболее стабильные препараты и учитывать условия, определяющие 
их стабильность. Целью исследования был сравнительный анализ стабильности Gd3+-содержащих МРКС в присут-
ствии ионов цинка, кальция и поливинилпирролидона в воде, фосфатном буфере и сыворотке крови с использова-
нием метода протонной ЯМР-релаксометрии. Было показано, что макроциклический гадобутрол обладает большей 
стабильностью, чем все линейные МРКС. Поливинилпирролидон (10 мг/мл) способен  улучшить стабильность ли-
нейных МРКС в фосфатном буфере и сыворотке крови. Ионы кальция обладают значительно менее выраженным 
дестабилизирующим действием на МРКС, чем ионы цинка.

Ключевые слова: гадолинийсодержащие магнитно-резонансные контрастные средства, поливинилпирролидон, 
ионы кальция, ионы цинка, ЯМР-релаксометрия
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Известно, что при проведении магнитно-резонансных ис-
следований широко применяют контрастные средства на 
основе гадолиния [1]. Хотя гадолиний находится в этих 
средствах в виде хелатных комплексов, нельзя забывать 
о том, что токсичность этого редкоземельного элемента 
в свободном виде сопоставима с таковой ртути и свин-
ца [2], а стабильность магнитно-резонансных контрастных 
средств (МРКС), основанных на гадолинии, неодинакова 
и определяется двумя основными факторами: 1) химиче-
ской структурой хелатора; 2) наличием в окружении ряда 
органических и неорганических лигандов, которые могут 
конкурировать за связывание с ионами Gd3+ или с хелати-
рующим соединением, способствуя высвобождению Gd3+.
Для пациентов с нарушением функции почек приме-

нение нестабильного контрастного средства может обер-
нуться фатальными последствиями, так как свободный 
гадолиний, накапливаясь в тканях, может приводить к раз-
витию нефрогенного системного фиброза [3–5].
Недавние исследования показали, что на T1-взвешен-

ных томограммах без контрастирования у пациентов [6] 
или экспериментальных животных [7], которым ранее вво-
дили линейные МРКС c низкой стабильностью, наблюда-
лась повышенная интенсивность сигнала в таких структу-
рах головного мозга, как бледный шар и зубчатое ядро, 
что, вероятно, связано с депонированием в них ионов 
Gd3+. После введения макроциклических МРКС с высокой 
стабильностью такого «остаточного» усиления сигнала не 
наблюдалось. Известно также, что высвобождение гадо-
линия из МРКС зависит от присутствия различных ионов 
в окружающей МРКС среде [8]. В связи с этим комплекс-
ное исследование взаимодействия указанных факторов 
поможет пролить свет на динамику процесса высвобо-
ждения ионов Gd3+ из хелатного комплекса в различных 
средах, а также оценить риск назначения некоторых 
контрастных средств пациентам с почечной недостаточ-
ностью или с состояниями, сопровождающимися повыше-
нием концентраций ионов цинка и кальция в крови. Акту-
альным является и вопрос увеличения стабильности этих 
контрастных средств, например путем добавления веще-
ства с выраженными комплексообразующими свойства-
ми. К таким веществам может относиться поливинилпир-
ролидон (ПВП), который обладает комплексообразующи-
ми и дезинтоксикационными свойствами [9]. 
Цель исследования — провести сравнительный анализ 

стабильности Gd3+-содержащих МРКС в присутствии ио-
нов цинка, кальция и ПВП в воде, фосфатном буфере и 
сыворотке крови человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В экспериментах изучали линейные Gd3+-содержащие 
МРКС: димеглюминовую соль гадопентетовой кислоты 
(«Mагневист» 0,5 М, Bayer, Германия); гадобеновую кислоту 
(«Мультихэнс» 0,5 M, Bracco, Италия);  динатриевую соль 
гадопентетовой кислоты + ПВП («Дипентаст» 0,125  М, 
ООО «ГК «Эпидбиомед», Россия); гадопентетата-β-цикло-
декстрин («Циклогадопентетат» 0,125 М, ООО «ГК «Эпид-
биомед», Россия), — а также макроциклическое МРКС га-
добутрол («Гадовист» 1 М, Bayer, Германия).
Стабильность контрастных средств оценивали ме-

тодом протонной ЯМР-релаксометрии (Minispec  mq  20, 
Bruker, Германия). Высвобождение гадолиния из хелатно-
го комплекса приводит к изменению времен релаксации 
протонов среды [10]. Мы измеряли время релаксации Т1. 

Анализ стабильности средств проводили в дистилли-
рованной воде (pH = 6,0), фосфатном буфере и сыворотке 
крови (рН = 7,4). В опытах с цинком оценивали стабиль-
ность пяти МРКС: димеглюминовой соли гадопентетовой 
кислоты, гадобеновой кислоты, динатриевой соли гадопен-
тетовой кислоты с ПВП, гадопентетата-β-циклодекстрина и 
гадобутрола, а в опытах с кальцием — только димеглюми-
новой соли гадопентетовой кислоты.
Для получения 0,2  М фосфатного буфера c pH  7,4 

вначале были приготовлены водные растворы NaH2PO4 и 
Nа2HPO4 [11]. В работе использовали сыворотку крови, 
взятую у пациентов Государственного научного центра 
колопроктологии имени А. Н. Рыжих. Все доноры подпи-
сывали информированное согласие на использование 
их биологического материала в научных исследованиях 
при условии соблюдения их прав на неприкосновенность 
частной жизни и конфиденциальность. Кровь набирали в 
стерильные пробирки с активатором свертывания и раз-
делительным гелем. Сыворотку получали путем центри-
фугирования крови при 1200 g в течение 10 мин, хранили 
в замороженном виде при температуре –20 °C в течение 
не более 10 дней. Предварительно (до замораживания) в 
образцах сыворотки определяли концентрацию альбуми-
на на биохимическом анализаторе Spotchem EZ SР-4430 
(Arkray Inc., Япония). Затем образцы сыворотки разбавляли 
фосфатным буфером до концентрации альбумина 10-4 М 
(близка к физиологической). 
Для получения 200 мМ водного раствора ZnCl2 («Компо-

нент-реактив», Россия) растворяли навеску 2,7 г в 100 мл 
дистиллированной воды. Конечная концентрация ZnCl2 

в пробе составляла 2 мМ. При выборе конечной концен-
трации ZnCl2 мы опирались на исследование M. Taupitz и 
соавт. [12], где самые убедительные результаты были по-
лучены именно при такой концентрации хлорида цинка. 
Концентрация исходного водного раствора CaCl2 

(«Компонент-реактив», Россия) составляла 200  мМ (2,2 г 
CaCl2 в 100 мл дистиллированной воды), конечная концен-
трация в пробе была 2 мМ. Исходный водный раствор ПВП 
(Kollidon® 17 PF, BASF) готовили растворением 500 мг по-
рошка ПВП в 1 мл дистиллированной воды. 
Для оценки стабильности изучаемых МРКС готовили 

одновременно две пробы. Первая проба представляла со-
бой раствор МРКС в концентрации 0,2 мМ. Измеряли вре-
мя релаксации Т1 раствора МРКС (0,2 мМ) при температуре 
40 °C (температура в камере для образца в МР-релаксо-
метре). Затем в пробу добавляли раствор хлорида цинка 
(или хлорида кальция) до конечной концентрации 2 мМ и 
снова измеряли время релаксации. Далее пробу инкуби-
ровали в термостате при температуре 40  °C, повторные 
измерения Т1 проводили через 1, 2 и 24 ч. Вторая проба 
была аналогична первой, но в нее после внесения хло-
рида цинка (или хлорида кальция) дополнительно добав-
ляли раствор ПВП (конечная концентрация — 10 мг/мл). 
Измерения времени релаксации в случае второй пробы 
проводили в те же сроки.
Все эксперименты для повышения достоверности 

результатов были повторены шестикратно. С помощью 
пакета программ Statistica v.10 были рассчитаны средние 
значения и стандартные отклонения. Полученные данные 
имели нормальное распределение (во всех случаях про-
верки выборок с помощью теста Колмогорова–Смирнова 
величина p была значительно больше 0,05), поэтому стати-
стическую значимость различий средних величин опреде-
ляли с помощью t-критерия Стьюдента со значимым отли-
чием при p <0,05.
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Рис. 1. Влияние ионов цинка на время релаксации протонов воды Т1 изучаемых растворов МРКС в воде (pH = 6,0)

Здесь и на рис. 2–5: ЦГП — «Циклогадопентетат». * — статистически достоверное отличие от контроля (р <0,05).

Рис. 2. Влияние ионов цинка на время релаксации протонов воды Т1 растворов МРКС в фосфатном буфере (рН = 7,4)

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ионов цинка на стабильность МРКС

В дистиллированной воде в отсутствие ПВП время про-
дольной релаксации T1 всех линейных МРКС после добав-
ления хлорида цинка через сутки снизилось в среднем на 
23–28 % (рис. 1). В случае димеглюминовой соли гадопен-
тетовой кислоты показатель T1 снизился на 25,7 ± 0,6 %, а 
ее динатриевой соли — на 28,1 ± 0,7 %, в случае «Циклога-
допентетата» (ЦГП) — на 22,0 ± 0,5 %, гадобеновой кисло-
ты — на 24,8 ± 0,4 %. Для макроциклического гадобутрола 
время T1 достоверно не изменилось.
В фосфатном буфере без ПВП при добавлении хло-

рида цинка величина T1 всех линейных МРКС через сутки 
снизилась в среднем на 13–19 %. В пробе с димеглюми-
новой солью гадопентетовой кислоты отмечено снижение 
данного показателя на 18,1 ± 0,7 %, с динатриевой солью 
гадопентетовой кислоты и ПВП — на 19,3 ± 0,8 %, с ЦГП — 
на 12,8 ± 0,6 %, с гадобеновой кислотой — на 15,9 ± 0,5 %. 
В случае гадобутрола время T1 не претерпело значимых 
изменений (рис. 2). Наибольшее снижение T1 наблюдалось 
через 1 и 24 ч после добавления хлорида цинка, а не сразу 
после его добавления, как в предыдущей серии опытов, ког-
да в качестве среды была выбрана дистиллированная вода.
После добавления ПВП к димеглюминовой соли га-

допентетовой кислоты величина T1 снижалась всего на 
7,9 ± 0,7 %, в случае динатриевой соли этой кислоты — на 
12,3 ± 0,7 % (рис. 3). Таким образом, ПВП статистически 
значимо улучшил стабильность этих линейных МРКС в 
среднем на 10 и 7 % соответственно. ПВП повысил ста-
бильность ЦГП на 13 %, при этом величина T1 через сутки 
оставалась без значимых изменений. В случае гадобено-
вой кислоты конечные величины T1 в присутствии и в от-
сутствие ПВП достоверно не различались. Не отмечено 
какого-либо влияния ионов цинка на время релаксации 
гадобутрола в фосфатном буфере в присутствии ПВП (так 
же, как и в его отсутствие).
В сыворотке крови без добавления ПВП величина T1 

у линейных МРКС снижалась в среднем на 31–61 %, при 
этом наиболее значимое снижение происходило через 
1 и 24 ч после внесения в пробы хлорида цинка (рис. 4). 
Лучшие показатели стабильности среди линейных МРКС 
наблюдались у ЦГП — снижение T1 в среднем было на 
31,2 ± 0,3 %, худшие — у солей гадопентетовой кислоты: 
в случае димеглюминовой соли — на 61,2 ± 0,6 %, дина-
триевой соли — на 56,1 ± 0,1 %. В пробах с гадобеновой 
кислотой величина T1 снизилась на 50,2 ± 0,1 %, а в про-
бах с гадобутролом достоверного снижения T1 отмечено 
не было. ПВП слабо, но статистически значимо повышал 
стабильность гадобеновой кислоты (на 5 %), не оказывая 
влияния на стабильность других МРКС (рис. 5).
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Рис. 4. Влияние ионов цинка на время релаксации протонов воды Т1 растворов МРКС в сыворотке, разбавленной фосфатным буфером (рН = 7,4)

Рис. 5. Влияние ионов цинка и ПВП на время релаксации протонов воды Т1 растворов МРКС в сыворотке, разбавленной фосфатным буфером (рН = 7,4)
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Влияние ионов кальция на стабильность МРКС

Под действием ионов кальция величина T1 гадопентетата 
димеглюмина в отсутствие ПВП в воде достоверно не из-
менилась, а в фосфатном буфере и сыворотке крови сни-
зилась на 7,8 ± 0,7 % и 9,1 ± 1,1 % соответственно. Добав-
ление ПВП привело к статистически значимому улучшению 
стабильности гадопентетата димеглюмина в буфере и 
сыворотке крови. В опытах с ионами кальция стабиль-
ность гадопентетата димеглюмина в воде в присутствии 
ПВП не изменилась, о чем свидетельствует постоянство 
значения T1.
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Рис. 3. Влияние ионов цинка и ПВП на время релаксации протонов воды Т1 растворов МРКС в фосфатном буфере (рН = 7,4)

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Cогласно полученным результатам, время продольной ре-
лаксации T1 снижается во всех пробах с линейными МРКС 
при добавлении ионов цинка вне зависимости от присут-
ствия ПВП. Уменьшение величины T1 можно объяснить 
реакцией трансметаллизации между цинком и молекулой 
МРКС: ионы цинка замещают ионы гадолиния в хелатном 
комплексе, а в свободном виде ион гадолиния способен в 
большей степени укорачивать время релаксации протонов 
среды. На стабильность макроциклического гадобутрола 
ионы цинка не повлияли.
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Наши результаты, указывающие на более высокую ста-
бильность макроциклических МРКС, подтверждают ли-
тературные данные о диссоциации гадолиния в условиях 
in vivo при использовании линейных, но не макроцикличе-
ских МРКС [13], а также данные о том, что цинк в результате 
трансметаллизации вызывает высвобождение гадолиния 
из хелатов линейных, но не макроциклических МРКС [12].
В сыворотке, разбавленной буфером до концентра-

ции альбумина 10-4 М, за сутки величина T1 снижалась в 
большей степени, чем в двух других средах. Видимо, это 
связано с тем, что в сыворотке содержится большое ко-
личество соединений, способных взаимодействовать как 
с положительно заряженными ионами Gd3+ (фосфат, ци-
трат, карбонат, гепарин и др.), так и с отрицательно заря-
женным хелатом (катионы металлов), что в итоге приводит 
к дестабилизации большего числа молекул МРКС и соз-
данию большей концентрации свободного гадолиния по 
сравнению с другими средами. В результате в опытах с 
сывороткой крови T1 снижается наиболее выраженно.
Сопоставление результатов, полученных в опытах с ио-

нами цинка и кальция, показало, что влияние последних 
на стабильность гадопентетата димеглюмина проявляется 
в меньшей степени.
В фосфатном буферном растворе ПВП в отличие от 

водного раствора статистически значимо увеличил ста-
бильность трех изучаемых линейных МРКС. В связи с 
этим следует рассмотреть вопрос о целесообразности

включения ПВП в качестве вспомогательного компонента 
в состав лекарственных форм линейных МРКС.
Пациентам с почечной недостаточностью, у которых 

период полувыведения МРКС увеличен [14], следует избе-
гать назначения линейных препаратов, особенно неион-
ных, уступающих по стабильности макроциклическим. Эта 
рекомендация актуальна и для пациентов с состояниями, 
сопровождающимися повышенной концентрацией цинка 
и фосфатов в крови.

ВЫВОДЫ 

Макроциклическое средство гадобутрол обладает боль-
шей стабильностью, чем все изученные линейные маг-
нитно-резонансные контрастные средства, и ионы цинка 
не оказывают влияния на его релаксационные свойства. 
Линейные МРКС в присутствии ионов цинка наиболее ста-
бильны в фосфатном буфере, наименее — в сыворотке 
крови. Поливинилпирролидон способен статистически 
значимо, но в небольшой степени улучшать стабильность 
линейных МРКС в фосфатном буфере (соответственно га-
допентетата димеглюмина — на 10 %, динатриевой соли 
гадопентетовой кислоты — на 7 %, ЦГП — на 9 %) и в сы-
воротке крови (гадобеновой кислоты — на 5 %), но не в 
воде. Ионы кальция обладают значительно менее выра-
женным дестабилизирующим действием на гадопентетат 
димеглюмина, чем ионы цинка.
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О. П. Фролова1     , И. В. Щукина2, О. А. Новоселова1, В. А. Стаханов3, А. Б. Казенный4

Подходы к усовершенствованию противотуберкулезной 
помощи больным ВИЧ-инфекцией и критерии ее оценки

Approaches to improving tuberculosis care in HIV-infected 
patients and criteria for its evaluation 

Despite various anti-tuberculosis measures in the setting of HIV infection, the epidemiological situation of tuberculosis in 
Russia is deteriorating. We have analyzed the data of statistical report form no.61 for years 2004-2014, surveillance data on 
individual TB cases with HIV coinfection for years 2004-2014 (personal data) and TB care arrangements for patients with HIV 
in 20 regions. The main causes of the deteriorating epidemiological situation are the growing immunodeficiency in patients with 
TB coinfection, unseparated epidemiologically dangerous patient flows (patients with tuberculosis and HIV-infected patients) 
and low quality preventative measures in special care medical facilities. Chemoprophylaxis can be an effective method of 
controlling the spread of tuberculosis among HIV-infected patients if it is recommended by a qualified tuberculosis therapist to 
patients adhering to regular drug intake under supervision of medical personnel. Otherwise a large scale chemoprophylaxis can 
result in an increased proportion of patients with drug-resistant tuberculosis. This works suggests criteria for the evaluation of 
tuberculosis care effectiveness considering the pathogenesis of the disease during late stages of HIV.

Несмотря на различные меры по борьбе с туберкулезом, сочетанным с ВИЧ-инфекцией, эпидемиологическая ситуа-
ция по заболеванию в России продолжает ухудшаться. Нами были проанализированы данные отчетной формы № 61 
за 1999-2014 гг., данные персонифицированного мониторинга больных туберкулезом, сочетанным с ВИЧ-инфекцией, 
за 2004-2014 гг. (личные данные) и организация противотуберкулезной помощи больным ВИЧ-инфекцией в 20 реги-
онах. Основными причинами ухудшения эпидемиологической ситуации являются нарастание иммунодефицита среди 
пациентов с сочетанным туберкулезом, отсутствие разделения эпидемиологически опасных потоков пациентов (боль-
ных туберкулезом и больных ВИЧ-инфекцией) и невысокий уровень профилактической работы в специализированных 
медицинских учреждениях. Химиопрофилактика может быть эффективным средством борьбы с распространением 
туберкулеза среди больных ВИЧ-инфекцией, если она будет назначаться подготовленным врачом-фтизиатром пациен-
там, готовым принимать лекарства под наблюдением медицинского персонала. Иначе масштабная химиопрофилакти-
ка может вызвать рост доли пациентов с туберкулезом с лекарственной устойчивостью. Предложены критерии оценки 
эффективности противотуберкулезной помощи с учетом патогенеза заболевания на поздних стадиях ВИЧ-инфекции.

Ключевые слова: туберкулез, ВИЧ-инфекция, противотуберкулезная помощь, химиопрофилактика туберкулеза
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Всемирная организация здравоохранения определяет 
борьбу с туберкулезом среди больных ВИЧ-инфекцией как 
одно из приоритетных направлений в здравоохранении, и 
его важный аспект — качественный эпидемиологический 
надзор [1]. В России также разрабатывают стратегию 
борьбы с туберкулезом, сочетанным с ВИЧ-инфекцией [2], 
а эпидемиологическую ситуацию и подходы к организации 
противотуберкулезной помощи таким пациентам начали 
обсуждать еще в конце 1990-х гг. [3, 4].
В 1999 году в России был начат учет больных туберку-

лезом, сочетанным с ВИЧ-инфекцией, по отчетной форме 
№ 61 Федерального статистического наблюдения «Сведе-
ния о контингентах больных ВИЧ-инфекцией». В 2001 году 
были опубликованы первые результаты ее анализа [5], а 
в 2002 году вышло первое пособие для врачей по противо-
туберкулезной помощи больным ВИЧ-инфекцией [6]. Позд-
нее разработанные российскими исследователями под-
ходы были одобрены экспертами ВОЗ и были выпущены 
совместные рекомендации [7, 8]. Россия стала первой и до 
сих пор остается единственной страной, где внедрен пер-
сонифицированный мониторинг больных туберкулезом, 
сочетанным с ВИЧ-инфекцией [9]. В 2008 году в отчетную 
форму № 61 начали вносить ряд сведений о случаях ту-
беркулеза у больных ВИЧ-инфекцией по данным персони-
фицированного мониторинга, осуществляемого врачами в 
регионах. В 2004 году под эгидой Министерства здраво-
охранения Российской Федерации было начато обучение 
врачей-фтизиатров и врачей-инфекционистов, работаю-
щих с больными ВИЧ-инфекцией. В 2014 году Российское 
общество фтизиатров (РОФ) выпустило «Федеральные 
клинические рекомендации по диагностике и лечению ту-
беркулеза у больных ВИЧ-инфекцией», в которых расши-
рило и модернизировало подходы к химиопрофилактике 
туберкулеза [10]. В настоящее время обсуждается проект 
инструкции по химиопрофилактике туберкулеза у больных 
ВИЧ-инфекцией (разослан в региональные центры по про-
филактике и борьбе со СПИД, есть у авторов). Но, несмо-
тря на принимаемые меры, эпидемиологическая ситуация 
по заболеванию продолжает ухудшаться.
Мы проанализировали данные отчетной формы № 61 

за 1999-2014 гг. и данные персонифицированного монито-
ринга больных туберкулезом, сочетанным с ВИЧ-инфекци-
ей, за 2004-2014 гг. (личные данные), а также организацию 
противотуберкулезной помощи больным ВИЧ-инфекци-
ей и информацичонные материалы о заболевании, пре-
доставляемые пациентам, в 20 регионах, чтобы выявить 
возможные причины неэффективности существующих 
подходов к организации противотуберкулезной помощи 
больным ВИЧ-инфекцией. На основе анализа нами были 
предложены некоторые меры по её совершенствованию.

Анализ эпидемиологической ситуации

По данным формы № 61, заболеваемость туберкулезом, 
сочетанным с ВИЧ-инфекцией, в 1999 году состави-
ла 0,2 случая на 100 тыс. человек, а в 2014 году — 9,8. 
Распространенность заболевания также выросла: с 0,35 
до 25,8 случая на 100 тыс. человек. Туберкулез все чаще 
становится причиной смерти при тяжелом иммунодефи-
ците, обусловленном ВИЧ-инфекцией: в 2008 году (на-
чало учета показателя в форме № 61) на долю туберку-
леза приходилось 75,7 % смертей больных с поздними 
стадиями ВИЧ-инфекции, а в 2014 году — уже 86,9 %. 
Учитывая патогенез туберкулеза на поздних стадиях ВИЧ-

инфекции можно предположить, что основной причиной 
роста заболеваемости туберкулезом в стране являет-
ся именно нарастание иммунодефицита среди больных 
ВИЧ-инфекцией.
Другая причина ухудшения эпидемиологической ситу-

ации — невысокий уровень профилактической работы в 
среде больных туберкулезом, сочетанным с ВИЧ-инфек-
цией. Так, в 2014 году у 7,8 % таких пациентов в семьях 
были другие больные ВИЧ-инфекцией, однако в инфор-
мационных материалах для них мы не нашли сведений о 
мерах профилактики туберкулеза в семье и особенностях 
течения туберкулеза на поздних стадиях ВИЧ-инфекции. 
Результатом этого является и рост заболеваемости ту-
беркулезом детей с ранними стадиями ВИЧ-инфекции: 
в 2014 году туберкулезом заболели 143 ребенка, и у 47,5 % 
из них была ранняя стадия ВИЧ-инфекции. Это означает, 
что туберкулез у этих детей развился не в связи иммуно-
дефицитом.
Анализ организации обследования больных ВИЧ-ин-

фекцией на туберкулез в разных регионах показал, что 
нередко именно на этапе обследования создаются усло-
вия для распространения туберкулеза. В частности, для 
исключения туберкулеза пациентов с тяжелым иммуно-
дефицитом госпитализируют на диагностику в противоту-
беркулезные отделения, где могут быть больные с еще не 
выявленным туберкулезом с бактериовыделением. Иногда 
всех больных ВИЧ-инфекцией госпитализируют в одно 
отделение независимо от наличия бактериовыделения и 
показаний для госпитализации (диагностика или лечение). 
Такой порядок усугубляет эпидемиологическую ситуацию 
по туберкулезу среди больных ВИЧ-инфекцией. Например, 
среди больных микобактериозами (без ВИЧ-инфекции), 
получавших лечение в противотуберкулезном учрежде-
нии, 9 % заразились и заболели еще и туберкулезом [12].

Эффективность химиопрофилактики туберкулеза

Химиопрофилактика туберкулеза у больных ВИЧ-инфекци-
ей, несомненно, является одним из эффективных средств 
предотвращения распространения заболевания, если при- 
ем препаратов контролируется врачом. Однако обеспе-
чить такой контроль крайне трудно из-за социального 
неблагополучия значительной части больных ВИЧ-инфек-
цией. Так, в 2014 году среди больных ВИЧ-инфекцией, за-
болевших туберкулезом, лица трудоспособного возраста, 
не работающие продолжительное время, составили 75,5 
%, заразившиеся при введении наркотиков — 66,2 %, на-
ходящиеся или находившиеся ранее в пенитенциарных уч-
реждениях — 42,1 %. В связи с этим указание обеспечить 
охват химиопрофилактикой туберкулеза не менее 50 % 
больных ВИЧ-инфекцией [13] вызывает тревогу, поскольку 
может спровоцировать рост лекарственной устойчивости 
микобактерий туберкулеза.
Это предположение подтверждают данные проведен-

ного нами персонифицированного мониторинга: в 2011 
году туберкулез с первичной множественной лекарствен-
ной устойчивостью (МЛУ–ТБ) к изониазиду и рифампицину 
был выявлен у 41 % больных, а в 2014.году — у 42,1 %. 
Кроме того, туберкулез с первичной лекарственной устой-
чивостью к другим двум и более препаратам имели еще 
15,4 % больных в 2011 году и 15,9 % — в 2014. В пенитен-
циарных учреждениях ситуация хуже: в 2014 году первич-
ный МЛУ-ТБ был выявлен у 55,9 % больных, а туберкулез 
с первичной полирезистентностью — у 16 % (очевидно, 
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это связано с тем, что больные в таких учреждения крайне 
социально неблагополучны, а источником инфекции яв-
ляются лица из этой же среды). Важно, что для назван-
ных показателей не наблюдается тенденция к снижению.
Возникает вопрос: не будет ли проведение некон-

тролируемой химиопрофилактики туберкулеза больным 
ВИЧ-инфекцией дополнительной причиной возникновения 
и распространения штаммов микобактерий, устойчивых 
к противотуберкулезным препаратам? Будет ли она эф-
фективна даже при регулярном приеме препаратов, если 
в проекте инструкции по химиопрофилактике туберкулеза 
у больных ВИЧ-инфекцией предлагается применять ри-
фампицин, к которому у многих заболевших уже имеется 
первичная лекарственная устойчивость и который не соче-
тается с антиретровирусными препаратами, входящими в 
основную схему лечения ВИЧ-инфекции? Кроме того, вы-
зывает сомнение сама возможность охватить такое число 
больных ВИЧ-инфекцией (не менее 50 %), если, по нашим 
данным, около 30 % из них не встают на учет в центры по 
профилактике и борьбе со СПИД (ЦСПИД), а более 12 % 
вставших на учет не проходят диспансеризацию. При этом 
вызывать на прием больных ВИЧ-инфекцией без их согла-
сия с 1995 года запрещено законодательно [14].
На наш взгляд, назначать химиопрофилактику тубер-

кулеза больным ВИЧ-инфекцией может только фтизиатр, 
прошедший подготовку по этой проблеме, и только паци-
ентам, имеющим приверженность к регулярному приему 
препаратов. Сам прием препаратов должен осуществлять-
ся под контролем медицинского персонала в ЦСПИД или 
кабинете, обеспечивающем его функции на муниципаль-
ном уровне. Проведение химиопрофилактики туберкулеза 
больным ВИЧ-инфекцией в учреждении противотуберку-
лезного профиля, то есть в очаге инфекции, недопустимо.

Способы повышения качества противотуберкулезной 
помощи больным ВИЧ-инфекцией

Необходимо обеспечить такой порядок противотуберку-
лезной помощи больным ВИЧ-инфекцией, который сводил 
бы к минимуму вероятность контакта лиц с тяжелым имму-
нодефицитом и больных туберкулезом.
Лечебную помощь больным туберкулезом, сочетанным 

с ВИЧ-инфекцией, следует оказывать в разных противоту-
беркулезных отделениях в зависимости от наличия у паци-
ентов бактериовыделения и лекарственной устойчивости 
микобактерий. Для их лечения при противотуберкулезном 
стационаре должны быть предусмотрены ставки врача-
фтизиатра и врача-инфекциониста. На эти должности вра-
чи могут быть приняты только после профессиональной 
переподготовки. Их число должно определяться нагруз-
кой (числом пациентов), и оба специалиста должны состо-
ять в штате не отделений, а стационара, и вести больных 
ВИЧ-инфекцией, распределенных по отделениям.
Чтобы минимизировать вероятность контакта боль-

ных с поздними стадиями ВИЧ-инфекции и больных ту-
беркулезом с бактериовыделением, завершать лечение 
туберкулеза в фазе продолжения при стойком отсутствии 
бактериовыделения должны врачи-фтизиатры, но на базе 
учреждений, оказывающих специализированную помощь 
больным ВИЧ-инфекцией. То же касается диспансерного 
наблюдения пациентов из третьей группы учета. Лечение 
больных ВИЧ-инфекцией с хроническими формами ту-
беркулеза с бактериовыделением должно осуществляться 
только в противотуберкулезном диспансере.

Таким образом, основную работу по профилактике, 
выявлению, диагностике туберкулеза, а также дифферен-
циальной диагностике туберкулеза и других вторичных за-
болеваний при ВИЧ-инфекции должны проводить учреж-
дения, оказывающие помощь больным ВИЧ-инфекцией.

Критерии оценки эффективности противотуберкулез-
ной помощи больным ВИЧ-инфекцией

Некоторые общепринятые во фтизиатрии критерии неак-
туальны на поздних стадиях ВИЧ-инфекции и могут дис-
кредитировать работу фтизиатрической службы. Напри-
мер, указание рассматривать выявление туберкулеза при 
обращении больного с жалобами как неудовлетворитель-
ную работу: у больного с тяжелым иммунодефицитом кли-
нические проявления заболевания нередко развиваются 
раньше, чем появляются изменения на рентгенограмме, 
поэтому выявить заболевание при плановой лучевой ди-
агностике, как правило, не удается. Летальный исход от 
туберкулеза может наступить при отсутствии изменений 
на рентгенограмме легких. Даже при небольшой задержке 
обращения больного за медицинской помощью смерть на-
ступает в результате острого прогрессирования заболева-
ния. Рассматривать смерть от туберкулеза в этих случаях 
как результат плохо организованной диагностики нельзя. 
Для выявления туберкулеза на поздних стадиях ВИЧ-ин-
фекции особое значение приобретают программы инфор-
мирования больных ВИЧ-инфекцией о необходимости 
незамедлительного обращения к фтизиатру ЦСПИД при 
первых симптомах болезни [15].
В связи с вышеизложенным критерии оценки эф-

фективности противотуберкулезной помощи больным 
ВИЧ-инфекцией должны формироваться с учетом осо-
бенностей патогенеза туберкулеза на поздних стадиях 
ВИЧ-инфекции. Возможно, с этой целью целесообразно 
рассматривать: долю очагов туберкулеза, осмотренных 
медперсоналом в течение первых трех дней (из числа вы-
явленных очагов туберкулеза, в которых проживают боль-
ные ВИЧ-инфекцией); долю детей, рожденных женщина-
ми, больными ВИЧ-инфекцией, изолированных из очагов 
туберкулеза (из числа находившихся в очагах); долю рас-
хождений между клиническим и патологоанатомическим 
диагнозом (если больной находился в стационаре месяц и 
более) с учетом частоты аутопсий в случаях смерти боль-
ных с сочетанной инфекцией; долю случаев, в которых при 
аутопсии у больных туберкулезом не были выявлены дру-
гие вторичные заболевания, характерные для ВИЧ-инфек-
ции (если больной находился в стационаре месяц и более).

Заключение

Распространение туберкулеза среди больных ВИЧ-инфек-
цией нередко обусловлено нарушением противоэпидеми-
ческих требований к оказанию помощи таким пациентам, 
в частности, отсутствием разделения эпидемиологически
опасных потоков пациентов (больных туберкулезом и лиц 
с иммунодефицитом). Профилактика, выявление и ди-
агностика туберкулеза у больных с поздними стадиями 
ВИЧ-инфекции должны осуществляться в центрах профи-
лактики и борьбы со СПИД или в учреждениях, выполня-
ющих их функции.
Неконтролируемая химиопрофилактика туберкулеза 

среди социально неблагополучных больных может спо-
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собствовать распространению штаммов микобактерий ту-
беркулеза, устойчивых к противотуберкулезным препара-
там. Химиопрофилактику следует проводить тем, кто готов 
регулярно принимать препараты под контролем медиков. 
Назначать химиопрофилактику должен только специально 
обученный фтизиатр.
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Общепринятые фтизиатрические критерии для оцен-
ки эффективности противотуберкулезной помощи боль-
ным с поздними стадиями ВИЧ-инфекции необъективны, 
и следует использовать критерии, учитывающие осо-
бенности патогенеза туберкулеза в условиях тяжелого 
иммунодефицита. 
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Современный подход к оценке медицинских научных уч-
реждений в сфере здравоохранения в России является 
преимущественно количественным и включает большое 
число показателей. С одной стороны, такой комплексный 
анализ позволяет собирать разносторонние сведения об 
организациях и отдельных направлениях их деятельности, 
с другой — усложняет регулярный мониторинг и получе-
ние объективного результата. Использование числовых 
шкал предполагает расчет итогового усредненного по-

казателя, на основании которого проводят дальнейший 
сравнительный анализ. Объединение разнородных фак-
торов, невозможность определения наиболее важных из 
них, сложность четкой интерпретации полученных зна-
чений повышают вероятность ошибок в оценке научных 
учреждений при применении количественного подхода. 
Результаты оценки могут оказаться неполными или недо-
статочно достоверными для решения вопроса о дальней-
шей перспективе научной организации [1].
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Согласно составу сведений о результатах деятельности 
научных организаций, выполняющих научно-исследова-
тельские, опытно-конструкторские и технологические ра-
боты гражданского назначения, представляемых в целях 
мониторинга и оценки, утвержденному приказом Минобр-
науки России от 05.03.2014 № 162, основными показате-
лями эффективности являются:

- результативность и востребованность научных иссле-
дований; 

- развитие кадрового потенциала;
- интеграция в мировое научное пространство, распро-     

странение научных знаний и повышение престижа науки;
- ресурсное обеспечение деятельности научной орга-

низации.

Результативность и востребованность деятельности 
научных организаций

В достаточной мере результативность и востребованность 
деятельности учреждений науки в сфере здравоохране-
ния позволяют оценить количественные и качественные 
характеристики их научной активности. Для комплексной 
оценки данного направления также учитываются ресурс-
ные показатели — финансирование, кадры и материаль-
но-техническое обеспечение.
Применение для анализа деятельности научных ор-

ганизаций преимущественно количественных методов 
привело к активному развитию наукометрических систем 
[2–4]. На сегодняшний день по числу научных публикаций 
Россия занимает 15–18-е место в мире. Однако по уровню 
цитирования опубликованных трудов она не входит в спи-
сок 20 стран-лидеров [5].
Наукометрию, как достоверный инструмент оценки 

научных организаций и сообществ, активно используют в 
России и за рубежом. С 2005 г. в отечественной наукоме-
трии применяют Российский индекс научного цитирова-
ния  [2, 6]. В число основных показателей оценки резуль-
тативности научных исследований входит публикационная 
активность ученых в российских и зарубежных научных 
изданиях  [6–8]. Анализируется преимущественно количе-
ство публикаций, а также число цитирований работ, вклю-
ченных в мировые базы данных Web of Science и Scopus 
и национальную информационно-аналитическую систему 
Российский индекс научного цитирования  [9]. Количе-
ственный анализ публикационной активности — простой, 
но достоверный и наглядный метод определения резуль-
тативности научной организации. Качественные методы 
оценки характеризуют достоверность, актуальность, ре-
презентативность и доступность [3, 4].
В большинстве экономически развитых стран, так же 

как и в России, используют количественные показатели 
оценки [10]. Например, в Великобритании для анализа при-
меняют три основных критерия. Первый из них включает 
изучение новизны, значимости и степени проработки науч-
ных тематик, второй исследует масштабность результатов 
проведенных исследований [11], третий — конкурентоспо-
собность научной организации  [12]. В  процедуре прове-
дения экспертизы используют двойной слепой метод [13]. 
Результативность деятельности национальных универси-
тетов Великобритании оценивают с помощью програм-
мы Research Assessment Exercise раз в 4  года. Итоговые 
рейтинговые данные служат основанием для дальнейшего 
финансирования. Сходный анализ при подготовке эконо-
мических решений применяют и в США [14, 15].

В США основным методом оценки эффективности и 
безопасности созданных технологий являются система-
тические литературные обзоры, анализ которых проводят 
специально созданные для этих целей организации. Вто-
рой оценочный метод — это анализ «затраты–эффектив-
ность», в котором рассчитывают расходы на достижение 
дополнительного года жизни человека с поправкой на 
качество. На основании полученных значений принимают 
решение о дальнейшем финансировании. Менее широко 
используют метод клинико-экономического анализа [16].
В  мировом научном сообществе медицинская наука 

является самой цитируемой. Наиболее известные науко-
метрические базы — Web of Science и Scopus, высоковос-
требованный библиотечный фонд — американская нацио-
нальная медицинская библиотека The U.S. National Library 
of Medicine [16, 17].
В неанглоязычных научных сообществах широко при-

меняют национальные базы данных. Например, китайская 
система Chinese Social Sciences Citation Index охватывает 
большинство изданий страны. Одновременно стараются 
увеличивать долю публикаций в европейских и американ-
ских изданиях. Похожие проекты реализованы на Тайва-
не (Taiwan Humanities Citation Index) и в Японии (Citation 
Database for Japanese Papers) [18].
Среди наукометрических показателей в зарубежных 

странах применяют импакт-фактор изданий, который 
ежегодно высчитывают в Институте научной информации 
(Institute for Scientific Information, ISI) и публикуют в Journal 
Citation Reports. Поскольку данный критерий используют 
на Западе с 70-х гг. XX в., у многих европейских и амери-
канских журналов, в отличие от российских, он довольно 
высокий  [19]. Например, импакт-фактор одного из самых 
престижных медицинских периодических изданий The New 
England Journal of Medicine на 2015 г. составляет 55,87 [20]. 
Европейские и американские ученые стараются публико-
ваться в журналах с очень высокими импакт-факторами, 
поскольку такая практика повышает престиж и способ-
ствует карьерному росту [16].
Ресурсная оценка результативности и востребован-

ности научных исследований является важной, но на се-
годняшний день уязвимой сферой для многих российских 
медицинских научных учреждений. Зачастую в научных 
организациях недостаточно работает система оценки пер-
спективности патентов и управления правами на резуль-
таты интеллектуального труда [21, 22]. Только в последние 
годы были предприняты эффективные меры по созданию 
малых инновационных предприятий, способных продук-
тивно использовать запатентованные инновационные про-
дукты и услуги. Для  модернизации данного направления 
создан механизм государственных гарантий закупок инно-
вационных продуктов и формирования центров трансфе-
ра технологий [5].
В  большинстве экономически развитых стран мира 

коммерциализируют интеллектуальную собственность [23].
Для США характерна передача прав собственности на ин-
теллектуальные продукты или услуги, созданные за счет 
государственной поддержки, частному сектору в связи 
с тем, что государство по закону не может быть их пра-
вообладателем. В Евросоюзе, Великобритании и Японии 
государство обладает некоторыми правами на результа-
ты интеллектуальной деятельности и принимает активное 
участие в коммерциализации научной продукции [24].
Оценку финансовой результативности научных иссле-

дований в России проводят по двум показателям: источ-
никам дохода организации и видам выполняемых работ. 
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Со  стороны государства финансовое обеспечение пре-
дусмотрено за счет средств федерального бюджета в рам-
ках государственных программ Российской Федерации 
«Развитие здравоохранения» на 2013–2020 гг. и «Развитие 
науки и технологий» на 2013–2020 гг., а также в соответ-
ствии с государственными заданиями и грантовой под-
держкой [16]. При этом по мере продвижения к конечному 
результату происходит уменьшение государственной мате-
риальной поддержки учреждений науки и увеличение доли 
частного капитала. По  уровню финансирования научных 
исследований в мировом рейтинге Россия занимает 9-е 
место  [5,  25]. Совершенствование механизмов государ-
ственного финансирования с повышением расходов на 
медицинскую науку необходимо, но его недостаточно для 
модернизации данного направления.
Большинство зарубежных стран осуществляет актив-

ный поиск наиболее эффективных механизмов финанси-
рования медицинских научных учреждений. К самым рас-
пространенным относятся грантовая и государственная 
поддержки, а также спонсирование от научных фондов, 
советов и бизнес-структур  [26]. Возрастает значимость 
инноваций для государственного сектора экономики. 
Для  США характерно финансирование как фундамен-
тальных, так и прикладных исследований. В большинстве 
стран Евросоюза эффективную ресурсную поддержку 
оказывает государство, помощь частного сектора слабая 
и нерегулярная [27]. При этом проводят совместную оцен-
ку эффективности деятельности как научных организаций, 
так и ведомств, ответственных за развитие и финансиро-
вание научных исследований [28]. Количественные методы 
анализа обязательно дополняют качественными, особен-
но критериями эффективности и безопасности инноваци-
онных медицинских технологий [16].

Развитие кадрового потенциала

Из всех критериев результативности учреждений оценке 
развития кадрового потенциала в российских медицин-
ских научных организациях уделено наименьшее число 
показателей (всего четыре). Полученных в итоге данных 
недостаточно для системного анализа. Однако именно от 
кадрового потенциала организации зависит большинство 
показателей результативности любого научного учрежде-
ния и его конкурентоспособность.
По количеству ученых Россия занимает 4-е место, усту-

пая Китаю, США и Японии [5]. В последние годы на смену 
подходу, относящему сотрудников к издержкам, приходит 
новая теория, рассматривающая персонал как важнейший 
ресурс эффективности деятельности организации.
Качественные и количественные показатели оценки 

кадрового потенциала отражают степень реализации на-
учных программ, эффективность работы структуры уч-
реждения и использования человеческих ресурсов, рост 
производительности и качества научной продукции. Ис-
пользование для анализа не связанных между собой кри-
териев при их разной значимости затрудняет объективную 
конечную оценку деятельности всей организации [29]. От-
сутствие строго формализованных оценок кадрового по-
тенциала организаций научно-медицинской сферы и баз 
данных, а также влияющие на результат деятельности ка-
чественные факторы создают проблемы для объективной 
оценки направления [30]. Оценка кадрового потенциала в 
зарубежных странах зависит преимущественно от статуса 
и качества научно-исследовательской деятельности уче-
ного и научного учреждения в мировом сообществе [31].

Для  модернизации кадрового сектора Национальный 
научный фонд США (The National Science Foundation) при-
меняет научное управление (scientific management). Ис-
пользуют систему постоянного обучения, мотивации по-
вышения квалификации, проявления лидерских качеств и 
творческого потенциала у сотрудников [5, 32].

Повышение престижа российской науки

Оценка показателей интеграции в мировое научное про-
странство, распространения научных знаний и повышения 
престижа науки для России чрезвычайно актуальна в свя-
зи с явной необходимостью модернизации данной сферы. 
В последнее время в сознании россиян сформировалось 
представление о непрестижности научной работы и ста-
туса ученого  [33]. Нестабильность социально-экономиче-
ского развития привела к резкому снижению реноме пред-
ставителей науки. Вследствие низкой заработной платы 
только около 9 % россиян назвали престижной профес-
сию ученого [5]. Происходящая в силу экономических при-
чин потеря кадрового состава многих научных организаций 
снижает эффективность научных исследований и общий 
уровень учреждений, что, безусловно, отражается в оцен-
ке данного направления. Трансляционные барьеры  [34], 
непривлекательность инвестирования в медицинскую на-
уку, неконкурентоспособность интеллектуальной продук-
ции по сравнению с экономически развитыми странами — 
только небольшой список проблем, требующих решения.
В  большинстве экономически развитых стран мира 

социологические опросы убедительно демонстрирует 
противоположные результаты. По статистике, около 51 % 
опрошенных в США считают карьеру ученого в высшей 
степени престижной, 25 % признали ее весьма престиж-
ной и 20 % — престижной  [5]. Опыт зарубежных стран 
показывает, что высокий социальный статус научной эли-
ты отражает социально-экономический уровень страны и 
проводимую информационную политику [33].
В  странах Евросоюза для медицинской научной об-

щественности традиционно важны вопросы защиты прав 
не  только лиц, задействованных в клинических исследо-
ваниях, но  и животных, принимавших участие в экспери-
ментах, а также проблемы изменения законодательства. 
Часть европейского и американского научных сообществ 
выступает за открытый доступ к полной информации о 
больных, участвовавших в клинических исследованиях, 
с целью дальнейшего анализа и получения достоверных 
дополнительных данных для диагностики и лечения широ-
кого спектра заболеваний, в первую очередь онкологиче-
ских. Европейская научная элита при поддержке одной из 
крупнейших организаций Германии — Общества научных 
исследований имени Макса Планка — выступает за откры-
тый доступ к научным публикациям для любого человека 
в соответствии с Берлинской декларацией и парадигмой 
Open Access. Для привлечения внимания к данным пробле-
мам создаются научные общества и организации, широко 
представленные в Интернете и получающие достаточный 
отклик со стороны небезразличного населения [35–37].

Ресурсное обеспечение деятельности научной 
организации

Для  проведения эффективного мониторинга россий-
ских научных медицинских учреждений одними из самых 
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важных становятся показатели, отвечающие за ресурс-
ное обеспечение деятельности научной организации  [33]. 
За последние годы в России предпринят ряд мер по мо-
дернизации научных учреждений, что привело, в отличие 
от западных стран, к сокращению числа занятых в науч-
ном секторе [38].
Для анализа направления применяют преимуществен-

но количественные показатели, которые, по-видимому, но-
сят формальный характер. Одним из стабильно низких во 
многих научных организациях показателей является число 
молодых ученых в возрасте до 39 лет. Результаты социо-
логических исследований демонстрируют слабую заин-
тересованность молодых людей в научной карьере из-за 
низких оплаты труда и престижа деятельности, недоста-
точного финансирования перспективных исследований, 
плохих социальных условий и возрастающей бюрократи-
зацией  [39]. Среднее количество молодых ученых не пре-
вышает 25 % всех научных сотрудников [5].
Нематериальные активы в современном российском 

научном учреждении становятся важным критерием ре-
зультативности деятельности организации. Они учиты-
ваются на балансе в составе внеоборотных активов. 
Исключительные права на результаты интеллектуальной 
деятельности способствуют монополизированию органи-
зацией права на их использование, в том числе на полу-
чение доходов от передачи в промышленный сектор. На-
личие инновационных нематериальных активов позволяет 
выплачивать авторское вознаграждение, включая затраты 
в себестоимость  [40]. Однако на практике использование 
данных активов мало по сравнению с другими секторами 
российской науки. Запатентованные технологии зачастую 
не находят применения в производстве.
Оплата труда научных кадров также является важным 

фактором, влияющим на результативность деятельности 
научной организации и ее итоговую оценку  [41]. В  боль-
шинстве экономически развитых стран мира отмечено по-

вышение затрат на научные исследования, что приводит к 
увеличению числа привлекаемых научных сотрудников [33].
По данным Национального научного фонда США, 60–

65 % средств расходуется на оплату труда научных сотруд-
ников, аспирантов, студентов, 12 % идет на закупку нового 
оборудования, 11 % составляют расходы на образование, 
около 6 % — на трансфер технологий и только 1–3 % — на 
административный аппарат [16, 42]. 

ВЫВОДЫ

В целях эффективной реализации Стратегии развития ме-
дицинской науки в Российской Федерации на период до 
2025 г., утвержденной распоряжением Правительства РФ 
от 28.12.2012 № 2580-р [5], необходима разработка более 
совершенных критериев оценки деятельности научных ме-
дицинских учреждений.
По мнению ряда исследователей  [43], для оценки ре-

зультативности научной организации следует использо-
вать преимущественно качественные показатели, полу-
ченные в результате экспертизы. Однако большинство 
специалистов рекомендует построение модели, учитыва-
ющей постоянный мониторинг, алгоритмы оценки, созда-
ние и поддержание персонифицированной базы данных 
регистра сотрудников  [20]. Подобная аналитическая мо-
дель сформирует итоговую оценку научного учреждения 
и будет способствовать принятию решения о его пер-
спективе, поэтому должна включать системный подход и 
обладать функциями накопления, обработки и хранения 
данных [44]. Исходя из вышеизложенного, на данном эта-
пе развития методов оценки научных организаций задача 
разработки объективного подхода для получения итого-
вых показателей результативности для российских учреж-
дений науки в сфере здравоохранения является чрезвы-
чайно актуальной.
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