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может быть связано как с бессимптомным носительством 
увеличенного числа повторов в данном локусе, так и с 
разрешающей способностью популяционных вариантов 
чипа, недостаточной для аккуратного разделения образцов 
по повторам разной длины. 

Наш анализ показал, что доля людей из кластеров с 
предположительным носительством экспансированных 
повторов в группе образцов с ДФ значительно выше, чем 

Рис. 2. Тепловая карта (хитмап) кластеризации пациентов. По вертикали обозначены пациенты, по горизонтали — различные геномные варианты. Аннотация 
справа отражает распределение образцов с ДФ и образцов контрольной группы в пределах каждого кластера

в контрольной группе (табл. 2). При этом рассчитанная 
доля людей с предположительным носительством 
экспансии повторов сильно варьирует в зависимости от 
выбора метода — предсказание экспансии по гаплотипам/
комбинациям вариантов  или по генотипам отдельных 
вариантов с низкими показателями p-value).

Для проверки полученных результатов нами был 
проведен подбор исследований с результатами 

Таблица 2. Распределение людей с предположенным статусом повторов по группам сравнения

Маркер увеличенного 
числа повторов

Пациенты с ДФ Контрольная выборка

С предсказанной 
экспансией 
повторов

С предсказанным 
отсутствием 
экспансии 
повторов

Доля 
предсказанных 

носителей 
экспансии 

повторов, %

С 
предсказанной 

экспансией 
повторов

С 
предсказанным 

отсутствием 
экспансии 
повторов

Доля 
предсказанных 

носителей 
экспансии 

повторов, %

Группа кластеров 764 523 59,4 264 2109 11,1

rs784257 1046 237 81,5 765 1602 32,3

rs72932578 698 583 54,5 286 2082 12,1

rs618869 852 431 66,4 588 1780 24,8

Мажорные гомозиготы Контрольная группа

Пациенты с ДФ
Минорные гомозиготы 
или гетерозиготы
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экспериментального определения экспансии повторов. 
Традиционно число повторов определяют каноническим 
фрагментным анализом или ПЦР с праймированием 
триплетов с последующим фрагментным анализом. Было 
подобрано пять публикаций с подходящими выборками 
(табл. 3).

Для сравнения предсказанной частоты носительства 
экспансии с частотой носительства экспансии в 
исследованиях было проведено объединение выборок из 
публикаций. Сравнительный анализ  показал, что маркеры 
в разной степени воспроизводят частоту носительства 
экспансии повторов в группах сравнения (рис. 3).

Ни один из использованных подходов не отражает 
с достаточной точностью частоту повторов в группе 
пациентов и контрольной группе по сравнению с 
результатами прямого типирования из статей (табл. 4). 
Однако гаплотипный подход превзошел анализируемые 
одиночные варианты по параметру отношения шансов,  
перекрывая 95% доверительный интервал выборок двух 
исследований.

Интересно отметить, что рассмотренные нами одиночные 
варианты дают сильно дискордантные между собой 
результаты (рис. 4), т. е. во многом разные люди являются 
носителями минорных аллелей в данных вариантах, что 
делает неустойчивой используемую метрику. rs784257 
сильнее всего отличается по носительству аллелей от 
гаплотипного подхода и одновременно является наиболее 
значимым по результатам GWAS. При этом он показывает 
максимальное несоответствие по долям потенциального 
носительства экспансий в группе контроля и не лучшее 
соответствие с группой ДФ. Скорее всего данный аллель 
менее сцеплен с носительством повторов, чем два других.

Таблица 3. Результаты экспериментальных исследований доли людей с экспансией повторов в TCF4 среди пациентов с ДФ и контрольных образцов 
европейского происхождения

Рис. 3. Доля людей с экспансией и без экспансии повторов в интроне гена TCF4 по данным нашего исследования (гаплотипный подход, носительство 
минорных аллелей вариантов rs784257, rs72932578, rs618869) и других исследований. ДФ — люди с дистрофией Фукса, Ктр — группа контроля

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Молекулярно-генетическая классификация пациентов 
с полигенными заболеваниями является полезным 
инструментом для изучения генетической природы 
заболеваний. При этом в рамках одного фенотипа 
могут существовать пациенты с группами каузальных 
вариантов, сцепленных с разными гаплотипами. И хотя 
ген явно связан с заболеванием, p-value вариантов будет 
выше из-за обилия групп сцепленных вариантов, т. е. из-
за особенностей генетической структуры заболевания 
варианты, значимые для каждой из групп в отдельности, не 
преодолевают общепринятый критерий значимости (p-value  
< 5 × 10–8 ). К тому же для многих локусов, приближающихся 
по значимости к общепринятому порогу, характерна 
заметная разреженность по вариантам в области низких 
значений p-value, при которой только единичные варианты 
показывают сильные ассоциации с заболеванием. Таким 
образом, без дополнительного анализа не представляется 
возможным выбрать между отнесением геномных 
вариантов к популяционным выбросам (значимость 
которых обусловлена случайным популяционным 
смещением частот) или к потенциально значимой группе 
вариантов. Поэтому методы структуризации генетических 
данных, включающие анализ взаимодействий как 
вариантов в блоках гаплотипов, так и гаплотипных блоков 
между собой, являются перспективным инструментом для 
уточнения генетики заболевания.

GWAS позволяет получить больше информации о 
генетической структуре заболевания, чем исключение 
вариантов по p-value и формирование локусов с 
привязкой к ближайшему гену и по сути переходом с 

Страна

ДФ Контрольная группа

Всего
С экспансией 

повторов
Всего

С экспансией 
повторов

Skorodumova et al, 
2018 [15]

Россия 100 72 100 5

Viberg et al., 2022 [24] Швеция 85 76 102 4

Foja et al., 2017 [25] Германия 61 47 113 13

Kuot et al., 2017 [26] Австралия 189 107 183 9
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Гаплотипный
подход

rs784257 rs72932578 rs618869
Предыдущие
исследования

Вычисленный
статус повторов:

без экспансии
с экспансией

ДФ ДФ ДФ ДФ ДФКтр Ктр Ктр Ктр Ктр
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Таблица 4. Отношение шансов обнаружить экспансию в группе пациентов с ДФ по сравнению с группой контроля

уровня «вариант» на уровень «ген». При этом остаются 
вопросы о неравноценности вклада разных локусов в 
генетическую природу заболевания у конкретных групп 
людей с одним фенотипом. Это связано в том числе 
с отсутствием развитых подходов к формированию 
комбинаций вариантов, т. е. к работе на промежуточном 
уровне между уровнями «ген» и «вариант». Из-за неполной 
сцепленности вариантов между собой целесообразно 
рассматривать совокупности гаплотипов/комбинаций 
вариантов, определяющие дифференцированный риск 
заболевания, а не конкретные рисковые или протективные 
гаплотипы в отдельности, т. е. вариант с самым высоким 
популяционным атрибутивным риском (сочетание частоты 
аллелей и относительного риска), вероятно, и будет самым 
значимым в локусе. 

До сих пор анализ групп гаплотипов, сцепленных с 
каузальными вариантами, является сложной задачей, 
однако все чаще превосходит методологию GWAS, даже 
несмотря на отсутствие высокопроизводительного единого 
подхода. В 2005 г. в результате GWAS было показано, что 
ген CFH ассоциирован с возрастной макулодистрофией 
сетчатки [27]. А позже появилось сообщение, что эта 
ассоциация не ограничивается одиночными вариантами, и 
видна в том числе в группах пациентов со структурными 
перестройками, в частности с частичными делециями генов 
CFHR1-5 [27]. Более того, было выявлено, что большая 
часть вариабельности, которую приписывали одиночным 
вариантам, на самом деле являлась маркером гаплотипов 
с крупными структурными перестройками в этом регионе. 
И именно гаплотипные варианты структуры локуса, в том 
числе с разной популяционной представленностью, уже 
имеют намного более сильную связь с риском дегенерации 
сетчатки, чем большинство одиночных вариантов в этом 
локусе [28]. 

В данной работе мы реализовали кластеризацию 
образцов по вариантам региона с экспансией, опираясь на 
данные об ассоциации с повторами отдельных вариантов 
[14, 23, 29], в частности, аллеля G варианта rs613872, 
и гаплотипных блоков [29]. В результате кластеризации 
образцы из группы пациентов с ДФ и контрольной группы 
оказались неравномерно распределены по кластерам, что 
является косвенным свидетельством кластеризации по 
гаплотипам, сцепленным с экспансией. Все кластеры за 
исключением одного (кластера № 3), обладали однозначным 
статусом. Неопределенность при выявлении статуса 
была обусловлена равным соотношением в кластере 
долей пациентов и лиц контроля. В дальнейшем предстоит 
принять решение, что делать с такими кластерами —
перекластеризовать людей из них отдельно или оставлять 
с неопределенным статусом. Необходимо также 
подобрать другую метрику качества кластеризации, 
а для этого нужны дополнительные данные, содержащие 
одновременно и результаты генотипирования образцов, 
и информацию о длине повторов. Несмотря на данные 
ограничения, результаты, полученные с использованием 
гаплотипного подхода, превзошли результаты, показанные 
одиночными вариантами, однако оказались недостаточно 
точными, чтобы считать использованную нами реализацию 
оптимальной.

Данная работа позволила реализовать две цели.
1. Первичное тестирование подхода, позволяющего 

на промежуточном уровне (не уровне одиночного 
варианта и не уровне гена, ближайшего к локусу) 
выполнить стратификацию пациентов и групп контроля 
без предварительного понимания структуры гаплотипов 
локуса. В качестве меры использована доля пациентов с 
ДФ и контрольных образцов в кластерах, что позволяет 
использовать данный подход для заболеваний, у которых 

Отношение шансов 95%-й доверительный интервал

Гаплотипный подход (h-clust) 11,67 9,85–13,83

rs784257 9,24 7,83–10,90

rs72932578 8,72 7,39–10,28

rs618869 5,98 5,16–6,94

Skorodumova et al, 2018 [15] 48,86 17,98–132,76

Viberg et al., 2022 [24] 206,89 61,37–697,50

Foja et al., 2017 [25] 25,82 11,25–59,26

Kuot et al., 2017 [26] 25,23 12,17–52,31

Рис. 4. Согласованность результатов определения статуса повторов с использованием разных подходов — по генотипам вариантов rs784257, rs72932578, 
rs618869 и с учетом гаплотипов. Слева — для носителей экспансии повторов в группе ДФ, справа — для носителей экспансии повторов в группе контроля

Гаплотипы Гаплотипы
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заведомо неизвестна ориентировочная доля людей 
с фенотипом, тесно связанная с данным локусом или 
обусловленная изменениями в нем. 

2. Получить подвыборку пациентов с ДФ без 
носительства экспансии для прицельного переанализа 
GWAS с целью прояснения генетической структуры 
именно этой категории пациентов. 

В будущем, кластеризация пациентов позволит не 
только выделять группы внутри фенотипа с сильным 
генетическим вкладом отдельных генетических вариантов, 
в том числе структурных, но и предлагать их обоснование 
и подходы к предсказанию ответа пациентов к разным 
видам терапии. 
 
ВЫВОДЫ

В данном исследовании была продемонстрирована 
возможность применения подхода, основанного на 
гаплотипах, к молекулярно-генетической классификации 

пациентов по причинам генетического заболевания, в 
данном случае, по наличию экспансии повторов. Результаты 
работы позволили нам сформулировать следующие выводы: 
1) гаплотипный подход лучше, чем отдельные варианты, 
подходит для выявления связи локусов с отдельными 
группами пациентов; 2) для получения более точной картины 
следует пересмотреть подход к определению гаплотипного 
состава и моделированию матрицы данных для 
кластеризации. В частности планируется проанализировать 
ряд методов по вычислению генетического сходства 
(генетических расстояний) между образцами, а также 
применить более специфичные методы для начального 
отбора вариантов; 3) полученные результаты указывают на 
то, что кластеризация разделяет пациентов с ДФ и группу 
контроля с учетом групп гаплотипов/комбинаций вариантов, 
ассоциированных с экспансией повторов. Для дальнейших 
этапов тестирования подхода необходима дополнительная 
доказательная база, требующая подключения большего 
объема валидационных данных. 
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Rogovaya OS1      , Alpeeva EV1, Ruchko ES1, Eremeev AV1,2, Vorotelyak EA1

SURVIVAL OF HUMAN CELLS IN TISSUE-ENGINEERED CONSTRUCTS STORED AT ROOM TEMPERATURE  

Tissue-engineered constructs (TECs), the dermal equivalent (DE) and the skin equivalent (SE), are allogenic equivalents of the skin and derm used to treat critical 

skin loss. Selection of storage conditions that contribute to longer shelf life, thereby expanding the possibilities of logistics and use, is one of the major issues 

related to the TECs development. The study was aimed to determine the shelf life of the DE and SE TECs stored in normal saline at room temperature by assessing 

morphology and viability of the cells on their surface, along with the levels of endothelial growth factor (VEGF) secreted by these cells. Using the MTT assay and 

staining with vital dye, we discovered the following: when TECs of both types were stored in normal saline, the cells viability and metabolic activity decreased by 

more than 50% by days 3–4 of storage. Furthermore, these decreased faster in DEs than in SEs. Morphology of the cells isolated from DEs and SEs after the 3-day 

storage remained unchanged. Mesenchymal stem cells on the surface of TECs kept producing VEGF after TECs culture medium was changed for saline solution 

(confirmed by immunofluorescence assay), which could indicate that the cells retained essential secretory activity.

Keywords: tissue-engineered construct, TEC, skin equivalent, mild hypothermia, keratinocytes, MSCs
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О. С. Роговая1      , Е. В. Алпеева1, Е. С. Ручко1, А. В. Еремеев1,2, Е. А. Воротеляк1

ВЫЖИВАЕМОСТЬ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА В БИОМЕДИЦИНСКИХ КЛЕТОЧНЫХ ПРОДУКТАХ 
ПРИ ХРАНЕНИИ ПРИ КОМНАТНОЙ ТЕМПЕРАТУРЕ

Биомедицинские клеточные продукты (БМКП) — дермальный эквивалент кожи (ДЭК) и биологический эквивалент кожи (БЭК) — это аллогенные 

эквиваленты дермы и кожи человека, применяемые для лечения в случаях критической потери кожи. Одним из важных вопросов разработки БМКП 

является подбор условий хранения, способствующих увеличению срока их годности для расширения возможностей логистики и использования. Целью 

исследования было определить срок годности ДЭК и БЭК путем оценки морфологии и жизнеспособности клеток в их составе и уровней секреции 

ими фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) в процессе хранения в физиологическом растворе при комнатной температуре. Используя МТТ-тест 

и окраску витальным красителем, мы установили, что при хранении обоих видов БМКП в физиологическом растворе снижение жизнеспособности и 

метаболической активности клеток более чем на 50% происходило к 3–4 суткам хранения, причем в ДЭК быстрее, чем в БЭК. Морфология клеток, 

выделенных из ДЭК и БЭК после 3 суток хранения, оставалась неизменной. После помещения БМКП в физиологический раствор мезенхимные 

стволовые клетки в их составе продолжали синтезировать VEGF (показано методом ИФА), что может свидетельствовать о сохранении ими необходимой 

секреторной активности.

Ключевые слова: биомедицинский клеточный продукт, БМКП, эквивалент кожи, умеренная гипотермия, кератиноциты, МСК
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Исследуемые в данной работе биомедицинские 
клеточные продукты (БМКП) — дермальный эквивалент 
кожи (ДЭК) и биологический эквивалент кожи (БЭК), 
представляют собой трехмерные эквиваленты кожи 
и дермы, содержащие в своем составе живые клетки, 
культивируемые на поверхности биосовместимых 
матриц. Одним из недостатков БМКП подобного типа 

является низкая выживаемость клеточного компонента 
при их замораживании и короткий срок годности при 
положительных температурах, что ограничивает их 
логистику и применение. Для внедрения БМКП в широкую 
клиническую практику необходимо найти баланс, при 
котором препарат, с одной стороны, не будет требовать 
трудновыполнимых технических условий хранения, а с 
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другой стороны, будет соответствовать таким критериям, 
как функциональная активность и достаточно высокая 
жизнеспособность клеточного компонента к моменту 
трансплантации. Разработка надежного способа хранения 
БМКП без ксенобиотиков будет способствовать широкому 
их распространению в трансплантационной медицине. 
Кроме того, достаточный срок хранения готовых клеточных 
продуктов обеспечит расширенные возможности для 
контроля их качества перед применением [1]. 

Несмотря на то что сообщалось об успешном 
сохранении простых тканеинженерных конструктов в 
замороженном состоянии, в случае 3D-систем на основе 
клеток и матриксов жизнеспособность клеточного 
компонента после оттаивания обычно составляет не 
более 50% [2–4]. Такие показатели жизнеспособности 
недостаточны для достижения оптимальных 
терапевтических результатов. В то же время существует 
информация об успешном хранении полнослойных кожных 
трансплантатов при низких положительных температурах 
в простых солевых растворах [5, 6]. 

Эти данные в сочетании с необходимостью 
использования сложных режимов замораживание/
оттаивание, применения специального оборудования 
и методов отмывания БМКП от криосреды перед 
использованием дают основание считать разработку 
протоколов хранения БМКП до трансплантации при 
положительных температурах весьма перспективной. 

Известно, что диапазон положительных температур, 
позволяющий сохранять клетки без значительной потери 
жизнеспособности, лежит в интервале от +4 до +37 °С, 
причем тенденции к сохранению жизнеспособности 
различаются между +5 и +25 °C. Так, в гепатоцитах крысы 
при температуре ниже +16 °C начинает происходить 
гипотермическое повреждение и достигает максимума при 
+4–+8 °C [7]. Ранее было продемонстрировано, что клетки 
человека могут сохранять до 90% жизнеспособности при 
низких положительных температурах в изотонических 
растворах в течение 30 ч [8]. Существуют данные о том, 
что мезенхимные стволовые клетки жировой ткани (МСК 
ЖТ) сохраняют все свои свойства при хранении в солевых 
растворах при комнатной температуре [9]. Также был 
предложен способ хранения трансплантатов на основе 
МСК в умеренно гипотермических условиях, являющийся 
альтернативной стратегией краткосрочной консервации 
трансплантатов. Ранее авторы показали, что при +25 °С 
жизнеспособность МСК в составе БМКП была значительно 
выше, чем при +4 °С [10]. 

С учетом вышеизложенного для настоящего 
исследования была выбрана температура хранения 
образцов +22 °С. Стабильность БМКП ДЭК и БЭК 
оценивали в течение трех суток по следующим признакам: 
целостность и цвет образца, объем, цвет и прозрачность 
жидкости в чашке с образцом, стерильность образца, 
количество живых клеток в составе образца, их 
метаболическая и секреторная активность. БМКП ДЭК был 
сконструирован на основе биосовместимой матрицы из 
гиалуроновой кислоты и коллагена 1-го типа и клеточного 
компонента — МСК ЖТ. БМКП БЭК был сконструирован 
на основе биосовместимой матрицы из гиалуроновой 
кислоты и коллагена 1-го типа и клеточного компонента — 
МСК ЖТ и кератиноцитов кожи. Целью работы было 
определить сроки хранения готовых БМКП ДЭК и БЭК при 
комнатной температуре, отвечающие условию сохранения 
секреторных свойств клеток, входящих в их состав, и 
высокого уровня их жизнеспособности. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работу проводили в лаборатории. Все процедуры 
культивирования и переноса клеточных культур на 
биополимерные матрицы проводили в асептических 
условиях. 

Изготовление и хранение БМКП 

Для изготовления БМКП использовали клетки человека 
из Коллекции клеточных культур для биотехнологических 
и биомедицинских исследований (общебиологического 
и биомедицинского направления) (ИБР РАН, Москва, 
Россия). МСК ЖТ и кератиноциты были получены из 
биоптатов кожи взрослых здоровых доноров (возраст 
40–70 лет).

В качестве матрицы для роста клеток при 
культивировании БМКП использовали гистоэквивалент — 
биопластический материал G-DERM (Джи Дерм) («ДЖИ-
Групп»; Россия), произведенный из гиалуроновой кислоты 
и коллагена 1-го типа.

Размораживание и культивирование клеток

Криопробирки с клетками (количество клеток в пробирке — 
1 × 106) изымали из криохранилища, размораживали 
при +37 °С и центрифугировали при 200 g, после чего 
супернатант сливали, клеточный осадок ресуспендировали 
в культуральной среде и переносили в культуральные 
флаконы Т25 (SPL; Корея). 

Для МСК ЖТ использовали культуральную среду 
α−MEM («ПанЭко»; Россия) с 10% эмбриональной бычьей 
сыворотки (ЭБС) (Hyclon; США), 1% Glutamax (Gibco; США) 
и 1% PenStrep (Gibco; США). Клетки культивировали в 
СО

2
-инкубаторе при +37 °С, 5% СО

2
 и повышенной влажности. 

Каждые двое суток проводили полную замену среды, при 
достижении клетками 80% конфлуэнтного монослоя их 
пассировали. Пассирование проводили по следующей 
схеме: культуральную среду сливали, клетки однократно 
промывали раствором Версена («ПанЭко»; Россия), 
затем во флакон вносили 800 мкл 0,05%-го раствора 
трипсина (Gibco; США) и инкубировали при +37 °С 
5–10 мин до полного округления и открепления клеток 
от дна. Трипсин ингибировали культуральной средой, 
полученную клеточную суспензию пипетировали и 
пересевали в новые флаконы в соотношении 1 : 3. 

Для кератиноцитов использовали культуральную 
среду DMEM/F12 («ПанЭко»; Россия) с добавлением 10% 
ЭБС (Hyclon; США), 10 нг/мл эпидермального фактора 
роста EGF (Sigma; США), 1% Glutamax (Gibco; США), 1% 
PenStrep (Gibco; США) и 1% ITS (Gibco; США). Клетки 
культивировали так же, как  описано выше для МСК ЖТ. 

Изготовление БМКП ДЭК и БЭК

Биосовместимую матрицу для БМКП готовили следующим 
образом: из сухой пластины Джи Дерм вырезали кусок 
6 × 6 см, помещали его в культуральную чашку Петри 
диаметром 10 см, добавляли в нее 10 мл культуральной 
среды и оставляли пластину в среде для набухания на 2 ч. 

Для изготовления ДЭК использовали МСК ЖТ 6–8 
пассажей. Клетки снимали с культуральных флаконов при 
помощи раствора Версена и трипсина так, как это описано 
выше, центрифугировали при 300 g и ресуспендировали 
клеточный осадок в культуральной среде (для МСК ЖТ 
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в концентрации 3 × 105 кл./мл). МСК ЖТ в суспензии 
наносили на подготовленную биосовместимую матрицу 
из расчета 3 мл клеточной суспензии на один ДЭК. Через 
2 ч после посева клеток объем среды в чашке с матрицей 
доводили до 10 мл и инкубировали полученный эквивалент 
в СО2-инкубаторе в течение трех суток. 

При изготовлении БЭК использовали два типа 
клеток: МСК ЖТ 6–8 пассажей и кератиноциты кожи 
1–2 пассажей. На первом этапе на матрицу наносили 
МСК ЖТ так, как это описано выше. Через 2 ч после 
посева МСК ЖТ на нее высевали второй тип клеток —
кератиноциты. Для этого кератиноциты снимали с 
культурального флакона, центрифугировали при 300 g 
и ресуспендировали клеточный осадок в культуральной 
среде для кератиноцитов. Клеточную суспензию заливали 
в чашку Петри с подготовленной ранее матрицей с МСК 
ЖТ, исходя из соотношения 1 × 105 кл./см2. После этого 
полученный БМКП инкубировали в СО

2
-инкубаторе в 

течение трех суток. 

Хранение БМКП 

В сформированных ДЭК и БЭК культуральную среду 
удаляли, БМКП дважды промывали DPBS («ПанЭко»; 
Россия), после чего в каждую чашку с БМКП добавляли 
по 10 мл стерильного физиологического раствора и 
упаковывали чашки в вакуумные пакеты. Полученные 
таким образом готовые БМКП помещали на хранение в 
термостат при температуре +22 °С в течение пяти суток, 
ежедневно изымая часть образцов для проведения 
анализа.  

Визуальная оценка качества образца после хранения

Целостность, изменение цвета образца, объем, цвет и 
прозрачность жидкости в чашке с образцом, стерильность 
образца оценивали при изъятии их с хранения перед 
проведением последующих анализов состояния клеточного 
компонента. Для этого упаковки с образцами переносили 
в ламинар, где вторичную упаковку (вакуумный пакет) 
вскрывали, открывали чашку Петри, пипеткой отбирали 
физиологический раствор, в котором хранился образец, 
измеряли объем жидкости и переносили его в новую 
чашку. Состояние физиологического раствора проверяли 
при помощи инвертированного микроскопа Olympus IX73 с 
камерой Olympus DP74 (Olympus; Япония) при увеличении 
×200 и ×400 для выявления признаков контаминации. Сам 
образец осматривали, при помощи пинцетов проверяли 
его целостность, после чего проводили дальнейшие 
исследования жизнеспособности и функциональной 
активности клеточного компонента. 

Оценка способности клеток к адгезии и образованию 
культур после нахождения в составе БМКП

Выделение клеток из БМКП проводили после этапа 
хранения. Образцы промывали раствором Версена 
(«ПанЭко»; Россия), после чего добавляли к ним 3 мл 
0,25% раствора трипсина («ПанЭко»; Россия) и оставляли 
для ферментации на 10 мин при +37 °С при интенсивном 
покачивании. Затем трипсин ингибировали равным 
объемом культуральной среды с добавлением 10% ЭБС 
и дополнительно пипетировали, для того чтобы смыть 
максимальное количество клеток с поверхности матрицы. 
После чего полученную суспензию центрифугировали 

5 мин при 200 g, супернатант удаляли, а осадок 
ресуспендировали в культуральной среде и высевали 
на культуральные чашки Петри. Через сутки клетки 
визуализировали и фотографировали при помощи 
инвертированного микроскопа Olympus IX73 с камерой 
Olympus DP74 (Olympus; Япония).

Оценка метаболической активности клеток 
в составе БМКП с помощью МТТ-теста

Для оценки метаболической активности в каждой 
временной точке хранения БМКП доставали из упаковки, 
разрезали на фрагменты 1 × 1 см и помещали в отдельные 
лунки 24-луночного планшета. Затем в лунки добавляли 
реагент МТТ (Sigma-Aldrich; США) в кoнечной концeнтрации 
30 мкг/мл и инкубировали в течение 2,5 ч. После инкубации 
отбирали среду и дoбавляли в кaждую лунку по 180 мкл 
ДМСО («ПанЭко»; Россия), помещали планшет на шейкер, 
через 1 мин отбирали окрашенный раствор и вносили его 
в 96-луночный планшет по 60 мкл в лунку для измерения 
оптической плотности. Оптичeскую плoтность рaствора 
измeряли при помощи фотометра Stat Fax 2100 (Awareness 
Technology; США) пpи длинe вoлны 530 нм. 

Выявление жизнеспособных клеток в составе БМКП

Для выявления жизнеспособных и погибших клеток 
в составе БМКП, прошедших процедуру хранения, 
образцы окрашивали витальным интеркалирующим 
красителем кальцеином Calcein AM (кальцеин) 
(1 мкМ) (Sigma; США) в соответствии с рекомендациями 
производителя. Окрашивание БМКП проводили в условиях 
CO

2
-инкубатора (+37 °С, 5% CO

2
) в течение 30 мин. Метод 

окрашивания основан на действии внутриклеточных 
эстераз, которые присутствуют исключительно в живых 
клетках и расщепляют данный краситель, в результате 
чего он начинает флуоресцировать в зеленой области 
спектра, в то время как в погибших клетках свечение не 
обнаруживается. Окрашенные образцы визуализировали 
и фотографировали при помощи инвертированного 
флуоресцентного микроскопа Olympus IX73 с камерой 
Olympus DP74 (Olympus; Япония). Для определения 
процента живых клеток в составе БМКП использовали 
протокол программы Image J (LOCI, Университет 
Висконсина, США) с использованием открытого плагина 
[11], который вычисляет процент окрашенных кальцеином 
областей в поле зрения. После получения числовых 
значений в трех повторах эксперимента за 100% 
принимали данные, полученные от исходных образцов 
БМКП, культивируемых в СО

2
-инкубаторе в течение трех 

суток. 

Оценка секреторной активности БМКП методом 
иммуноферментного анализа VEGF 
в кондиционированной среде 

Отбор проб при исследовании БМКП проводили при 
хранении на протяжении трех суток, ежедневно производя 
отбор проб физиологического раствора, в котором 
хранили образцы. Для этого упаковки с образцами 
переносили в ламинар, снимали вторичную упаковку 
и с соблюдением стерильности отбирали по 100 мкл 
жидкости из каждой чашки с БМКП. После отбора проб 
чашки повторно запечатывали и убирали в термостат 
для дальнейшего хранения. В качестве контроля 
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использовали исходные образцы БМКП в культуральной 
среде и МСК ЖТ той же линии и пассажа, что и клетки 
в составе исследуемой серии БМКП, высеянные в лунки 
24-луночного планшета и культивируемые стандартным 
способом. В качестве контроля отбирали пробы ростовой 
среды до начала исследования и пробы среды, в которой 
инкубировали матрицу без клеток в те же сроки. Для 
работы использовали набор VEGF-ИФА-БЕСТ (А-8784) 
(«Вектор-Бест»; Россия). 

Анализ проводили в соответствии с инструкцией 
производителя. Спектрофотометрию анализируемых проб 
проводили при длине волны 450 нм на приборе xMark™ 
Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad; США).

Вычисляли среднее значение оптической плотности 
(ОД) для пар лунок и строили калибровочный график 
зависимости ОД от концентрации VEGF (МЕ/мл) в 
линейных координатах. Исходя из графика определяли 
концентрацию контрольного и опытных образцов в МЕ/мл 
согласно рекомендациям производителя набора. 
Результаты анализа учитывали, если вычисленное 
значение контрольного образца по калибровочному 
графику совпадало с указанным на маркировке флакона 
из набора.

Статистические методы

Все эксперименты с БМКП проводили в трех 
биологических повторах, каждый отдельный эксперимент 
включал не менее трех технических повторностей. 
После получения числовых значений в экспериментах 
с вычислением процента жизнеспособных клеток и при 
анализе результатов МТТ-теста их нормировали на данные, 
полученные от исходных образцов. В программе Microsoft 
Excel (Microsoft Corporation; США) высчитывали среднее 
арифметическое и стандартное отклонение среднего.

Достоверность различий в группах проверяли с 
использованием теста ANOVA в программе Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При изъятии образцов с хранения при вскрытии вторичной 
упаковки все образцы визуально оставались сохранными: 
физиологический раствор, в котором хранили БМКП, 
оставался прозрачным, уменьшения его объема и 
контаминации микроорганизмами выявлено не было. Сами 
образцы на всем протяжении проводимых испытаний 
сохраняли свою целостность и первоначальный розовато-
бежевый цвет.

Оценку жизнеспособности клеток в составе готовых 
культивируемых и запакованных БМКП, хранящихся при 
+22 °С, проводили двумя способами: при помощи окраски 
витальным красителем кальцеином и при помощи МТТ-
теста. 

Анализ показал, что число живых клеток уменьшается 
быстрее в БМКП ДЭК. Уже на вторые сутки в ДЭК 
наблюдали двукратное снижение количества кальцеин-
положительных клеток (рис. 1), тогда как в БЭК их 
уменьшения не обнаружено (рис. 2). Кроме того, в обоих 
типах эквивалентов на третьи сутки наблюдали изменение 
морфологии МСК ЖТ: клетки, для которых в норме 
характерна веретеновидная форма, становились менее 
вытянутыми, часть клеток начинала открепляться от 
поверхности матрицы. При этом критическое снижение 
количества живых клеток в обоих БМКП — до 14% в ДЭК 
и 22,3% в БЭК (достоверность для каждого типа БМКП 

подтверждена на уровне р ≤ 0,005) — происходило на 
четвертые сутки хранения (рис. 1, 2). 

В основе второго выбранного нами способа оценки 
состояния клеточного компонента в составе БМКП лежит 
измерение интенсивности образования кристаллов 
формазана в окружающей клетки среде под воздействием 
выделяемых ими метаболитов, коррелирующее с уровнем 
метаболизма, который принимается как отражение их 
жизнеспособности. Данный тест показал, что снижение 
метаболической активности происходит в ДЭК быстрее, 
чем в БЭК, поскольку на третьи сутки в ДЭК выявлено 
уменьшение метаболической активности до 44,6% 
относительно начала хранения (р ≤ 0,005), в то время как 
в БЭК на третьи сутки она еще была на уровне 79,1% 
(достоверность отличий от исходного значения на данных 
сроках не значима), а к пятым суткам в ДЭК наблюдалось 
всего 18% первоначальной метаболической активности, и 
в БЭК ее значение достоверно падало до 33,7% (р ≤ 0,005) 
(риc. 3А, Б).

При исследовании уровня VEGF, секретируемого 
клетками в физиологический раствор, в котором хранились 
образцы БМКП, во всех образцах физиологического 
раствора было выявлено наличие VEGF. Уровень данного 
фактора в растворе хранения к третьим суткам снижался 
незначительно (рис. 3В, Г). Так, в пробах раствора, 
в котором хранили ДЭК, в первые сутки выявили около 
506 ± 136 МЕ/мл VEGF, а к третьим суткам — 493 ± 136 МЕ/мл 
(разница статистически не значима), а в пробах раствора, в 
котором хранили БЭК, в те же сроки — 1583,333 ± 189 МЕ/мл 
и 1733 ± 208 МЕ/мл соответственно (разница статистически 
не значима). 

На третьи сутки из БМКП был выделен клеточный 
компонент. Как описано ранее, при создании ДЭК 
используют только один тип клеток — МСК, а при 
создании БЭК — два, МСК и кератиноциты, поэтому 
клетки, выделенные из ДЭК и БЭК, различались по 
морфологии и количеству. Все выделенные клетки 
показывали нормальную способность к адгезии. Они 
быстро прикреплялись к дну культуральной чашки, 
распластывались, приобретали стандартную морфологию 
(рис. 4А, В) и сохраняли ее весь период наблюдения 
(до четырех суток) (рис. 4Б, Г). Визуально количество 
прикрепившихся МСК ЖТ из БЭК значительно превышало 
их количество из ДЭК (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Целью исследования было определение сроков 
сохранения при комнатной температуре в функциональном 
и жизнеспособном состоянии клеточного компонента 
БМКП ДЭК и БЭК, разработанных в нашей лаборатории. 
Предыдущие наши исследования (неопубликованные 
данные) показали, что при хранении БМКП в замороженном 
виде при –70 °С и –20 °С с использованием различных 
криопротекторов (ДМСО, глицерин), специальных сред 
для замораживания чувствительных клеточных линий, 
BambankerTM (Lymphotec; Япония), и многоклеточных 
объектов, Криодерм («ПанЭко»; Россия), клетки в их 
составе теряют жизнеспособность при размораживании. 
Значительное снижение их жизнеспособности в течение 
24 ч было зарегистрировано также при температуре 
+4 °С. По данным литературы, для замораживания БМКП 
часто используют специальные коммерческие среды 
(например, Synth-a-FreezeTM), тщательно разрабатывают 
протоколы замораживания/размораживания [4, 12, 13], 
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что осложняет и увеличивает стоимость их хранения и 
логистики. Как отмечают наши коллеги из Приволжского 
исследовательского медицинского университета в обзоре, 
посвященном криосохранению МСК и БМКП, исследований 
по криосохранению 3D-структур, содержащих клетки, 
и БМКП мало, и отсутствует целостное представление о 
механизмах замораживания подобных продуктов [14]. Для 
каждого продукта условия разрабатываются отдельно, и 
способ криосохранения БМКП предназначен в основном 
для более длительного хранения. В мировой практике 
биоинженерные тканевые конструкты доставляют к 
моменту применения «на льду», за исключением случаев 

разрешенных FDA коммерчески доступных Dermagraft 
и Apligraf, которые хранят и транспортируют при 
–75 °С и +20–+23 °С соответственно [15]. Таким образом, 
задача разработки условий краткосрочного хранения 
тканеинженерных конструкций достаточно актуальна, и, 
как показал анализ литературы, ее решают индивидуально 
для каждого варианта продукта.

Целью нашей работы было определение возможности 
хранения БМКП ДЭК и БЭК при наиболее технически 
просто выполнимых условиях: без дорогостоящих 
импортных реагентов, дополнительного оборудования и 
специальных термических режимов. Кроме того, хранение 

Рис. 1. Выявление живых клеток, окрашенных витальным красителем кальцеином (зеленое окрашивание), на поверхности матрицы в БМКП ДЭК на разных 
сроках хранения при температуре +22 °C (А–Е): в начале эксперимента (без хранения) нулевые сутки (А), первые сутки (Б), вторые сутки (В), третьи сутки 
(Г), четвертые сутки (Д) и пятые сутки (Е) хранения. Ж. График, демонстрирующий относительное количество живых клеток в БМКП ДЭК в процентах по 
отношению к состоянию образцов на нулевые сутки хранения. Данные представлены в виде среднего процента зеленых пикселей в шести полях зрения от 
трех технических повторов, планки погрешностей ±SD (%)
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в стерильном физиологическом растворе, который 
разрешен к использованию в качестве медицинского 
изделия, упрощает процедуру подготовки БМКП к 
применению, так как от него не нужно отмывать БМКП 
перед трансплантацией пациенту. 

Нам удалось продемонстрировать, что в целом в 
течение трех суток хранения при самых простых условиях 
(комнатная температура и физиологический раствор) ДЭК 
и БЭК сохраняли свои основные параметры качества. 
При этом БЭК показал лучшие результаты по сравнению 
с ДЭК. Более высокий процент выживаемости клеток 
в БЭК, вероятно, обусловлен наличием в их составе 

клеток двух типов, которые положительно влияют на 
жизнеспособность друг друга. Оценив темпы падения 
жизнеспособности клеточного компонента в исследуемых 
образцах, мы пришли к выводу, что хранение более 
трех суток в текущих условиях приводит к уменьшению 
живых клеток более чем на 50% в обоих типах БМКП. 
Соответственно, в дальнейшей работе мы не проводили 
анализ образцов, хранящихся более 72 ч.

Так как предполагаемый терапевтический эффект 
БМКП ДЭК и БЭК заключается не только в механическом 
закрытии кожных ран, но и в стимулирующим регенерацию 
ранозаживляющем эффекте, важным показателем их 

Рис. 2. Выявление живых клеток, окрашенных витальным красителем кальцеином (зеленое окрашивание), на поверхности матрицы в БМКП БЭК на разных 
сроках хранения при температуре +22 °C (А–Е): в начале эксперимента (без хранения) нулевые сутки (А), первые сутки (Б), вторые сутки (В), третьи сутки 
(Г), четвертые сутки (Д) и пятые сутки (Е) хранения. Ж. График, демонстрирующий относительное количество живых клеток в БМКП БЭК в процентах по 
отношению к состоянию образцов на нулевые сутки хранения. Данные представлены в виде среднего процента зеленых пикселей в шести полях зрения от 
трех технических повторов, планки погрешностей ±SD (%) 
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Рис. 3. Результаты изменения при хранении митохондриальной активности клеток в БМКП ДЭК (А) и БЭК (Б), полученные при помощи МТТ-теста 
и представленные в виде среднего арифметического значения показателей оптической плотности среды на разных сроках хранения по отношению к 
данным, полученным до начала хранения (нулевые сутки), в процентах в трех технических повторах, планки погрешностей ±SD (%). Достоверность падения 
метаболитической активности на третьи сутки для ДЭК и четвертые сутки для БЭК показана с использованием теста ANOVA (р ≤ 0,005). Данные по 
выявлению наличия VEGF в физиологическом растворе, в котором хранили образцы БМКП ДЭК (В) и БЭК (Г), методом ИФА-анализа представлены в виде 
среднего арифметического значения показателей оптической плотности среды в девяти повторах, планки погрешностей ±SD (%). В качестве контролей 
использовали матрицу без клеток, культуральную среду и исходную культуру МСК ЖТ, которую применяли для приготовления БМКП. Статистически 
значимых отличий в пробах физраствора в группах хранения в пределах трех суток не выявлено 

качества является секреторная активность клеточного 
компонента. Известно, что клетки мезенхимного ряда, 
такие как МСК, играют ключевую роль в процессах 
регуляции клеточных взаимодействий и поддержания 
гомеостаза тканей [16]. МСК ЖТ способны стимулировать 
ангиогенез посредством активации роста и стабилизации 
растущих сосудов [17]. Синтезируемые данными клетками 

факторы роста сосудов семейства VEGF способны 
индуцировать направленную миграцию, пролиферацию, 
дифференцировку клеток эндотелия в области дефекта, 
взаимодействуя с их рецепторами VEGF-R, что проявляется 
уменьшением площади повреждения, а также увеличением 
количества и объемной плотности кровеносных сосудов 
[9]. В норме клетки в составе БМКП при культивировании 

Рис. 4. Культура клеток, выделенных из БМКП ДЭК (А, Б) и БЭК (В, Г) после 72 ч хранения. Клетки через сутки (А, В) и через трое суток (Б, Г) после 
выделения (световая микроскопия, фазовый контраст) 
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активно секретируют факторы роста, в том числе VEGF. В 
нашем эксперименте в культуральной среде его уровень 
составлял 1600–2000 МЕ/мл и выше. Кроме того, мы 
показали, что МСК ЖТ в составе полученных нами БМКП 
продолжают синтезировать VEGF и в физиологическом 
растворе, причем уровень его секреции сопоставим с 
показателями из культуральной среды, в которой БМКП 
инкубировали до упаковки и закладки на хранение. 

Результаты эксперимента с измерением концентрации 
VEGF для БЭК и ДЭК позволяют нам также предположить, 
что кератиноциты способствуют выживаемости МСК ЖТ и 
поддерживают секрецию ими VEGF. 

ВЫВОДЫ

При хранении БМКП БЭК в условиях умеренной гипотермии, 
при комнатной температуре (+22 °C), он сохраняет 

жизнеспособность клеточного компонента на уровне, 
превышающем 50% жизнеспособности относительно 
начала хранения, в течение трех суток. Жизнеспособность 
клеточного компонента БМКП ДЭК снижается быстрее, и к 
третьим суткам мы наблюдали ее значение на уровнях, не 
превышающих 50% от исходной. Продемонстрированная 
нами способность МСК ЖТ в составе БМКП секретировать 
VEGF при хранении в данных условиях может служить 
показателем паракринной активности этих БМКП, которая 
может обеспечить терапевтическую роль в лечении кожных 
ран различной этиологии и быть косвенным признаком 
функциональной активности клеток в готовом продукте. 
Показатели жизнеспособности и метаболической активности 
клеточного компонента БЭК при хранении достоверно выше, 
чем ДЭК. Полученные результаты важны для ускорения 
процессов внедрения методов тканевой инженерии и 
регенеративной медицины в клиническую практику.
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Д. С. Ситников1       , И. В. Ильина1, М. А. Филатов2, Ю. Ю. Силаева2

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ МИКРОДИССЕКЦИИ БЛЕСТЯЩЕЙ ОБОЛОЧКИ ЭМБРИОНОВ
МЛЕКОПИТАЮЩИХ НА ЕЕ ТОЛЩИНУ

Блестящая оболочка (zona pellucida, ZP) — динамически меняющийся объект, играющий важную роль на преимплантационной стадии развития 

эмбриона. Ее толщина может оказывать влияние на успешность имплантации и частоту наступления беременности, в ряде исследований ее 

рассматривают как прогностический критерий. Целью работы было исследовать динамику толщины блестящей оболочки эмбриона мыши в результате 

процедуры вспомогательного лазерного хетчинга (ВЛХ), когда нарушение целостности ZP проводят на стадии бластоцисты. Для микрохирургии 

оболочки использовали импульсы излучения фемтосекундной длительности. Измерение толщины оболочки проводили как на стадии микрохирургии 

бластоцисты (~Е3.5, т. е. 3,5 дня эмбрионального развития), так и на стадии вылупления (~Е5). Обнаружены статистически значимые различия толщины 

ZP эмбрионов в контрольной группе — с 6,21 мкм (Е3.5) до 5,4 мкм (Е5). В группе, подвергавшейся ВЛХ, изменения толщины с 6,6 мкм (Е3.5) до 

6,2 мкм (Е5) оказались статистически не значимыми. Отслеживание толщины ZP индивидуального эмбриона от стадии бластоцисты до стадии вылупления 

позволило оценить коэффициент истончения для контрольной и экспериментальной групп. Полученные данные свидетельствуют о снижении предела 

прочности оболочки при проведении ВЛХ и могут служить базисом для последующих исследований ее свойств в случае применения протоколов 

криоконсервации эмбрионов. 
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ASSESSMENT OF THE ZONA PELLUCIDA MICRODISSECTION ON ITS THICKNESS 
IN MAMMALIAN EMBRYOS 

The zona pellucida (ZP) is a dynamically changing object that plays an important role during the preimplantation stage of embryogenesis. The ZP thickness may 

affect the implantation success and pregnancy rate, it is considered as a prognostic factor in a number of studies. The study was aimed to assess the dynamic 

changes in the mouse embryonic ZP thickness after laser assisted hatching (LAH) that involved breaching the ZP integrity at the blastocyst stage. Femtosecond 

laser pulses were used to perform the zona microsurgery. The zona thickness was measured both at the stage of blastocyst microsurgery (~Е3.5, i.e. 3.5 days of 

embryogenesis) and at the hatching stage (~Е5). Significant differences in the ZP thickness were revealed in the control group of embryos: from 6.21 µm (Е3.5) to 

5.4 µm (Е5). The changes in thickness from 6.6 µm (Е3.5) to 6.2 µm (Е5) observed in the group subjected to LAH were non-significant. Tracing the ZP thickness of 

a particular embryo from the blastocyst stage to the hatching stage made it possible to estimate the thinning coefficients in the experimental and control groups. 

The findings that indicate lower tensile strength of the zona in case of LAH can provide the basis for further research on the ZP properties in case of using the 

embryo cryopreservation protocols. 
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Блестящая оболочка (zona pellucida, ZP) представляет 
собой внеклеточный матрикс, окружающий ооцит на 
ранних стадиях развития и выполняющий ряд важных 
функций на стадии оогенеза, оплодотворения и 
преимплантационного развития. Блестящая оболочка 
выполняет функцию физического барьера для защиты 
эмбриона от микроорганизмов, вирусов и иммунных 
клеток, которые могут присутствовать в яйцеводе [1]. Она 
позволяет ооциту после овуляции свободно перемещаться 
в фаллопиевой трубе, предотвращает имплантацию 
эмбриона в стенку яйцевода [2], обеспечивает возможность 
видоспецифичного оплодотворения, индукцию акросомной 
реакции у сперматозоидов и блокирование полиспермного 
оплодотворения [3]. Ограничение объема эмбриона внутри 
ZP на стадии дробления обеспечивает более тесный контакт 
между бластомерами, необходимый для компактизации 
[4], а в дальнейшем поддерживает целостность внутренней 
клеточной массы (ВКМ) [5]. Толщина блестящей оболочки 
эмбриона имеет большое значение и оказывает влияние 
на его дальнейшую судьбу — от оплодотворения до его 
имплантации в эндометрий.

Существует ряд факторов, под влиянием которых 
эмбрион может испытывать затруднение с самостоятельным 
вылуплением из оболочки и последующей имплантацией, 
например, при наличии более толстой (более 17 мкм) [6, 7] 
или плотной блестящей оболочки, либо в случае, если 
нарушена выработка ферментов, отвечающих за лизис 
zona pellucida [8]. В последнее десятилетие широкое 
распространение в клиниках приобрела процедура 
вспомогательного лазерного хетчинга (ВЛХ), основанная 
на воздействии на ZP лазерными импульсами для 
истончения или сквозного иссечения оболочки с целью 
упрощения последующего вылупления эмбриона. Как 
правило, для этого применяют инфракрасные лазерные 
диссекторы миллисекундной длительности. В результате 
поглощения лазерного импульса оболочкой происходит 
локальное разрушение белков ZP вследствие нагрева 
до нескольких сотен градусов [9]. Размер области 
диссекции обусловлен энергией лазерного импульса, 
теплофизическими свойствами объекта и составляет 
5–20 мкм. Ввиду возможного риска термического 
повреждения клеток эмбриона, прилегающих к оболочке, 
лазерную микродиссекцию рекомендуют делать с 
соблюдением жестких регламентов, в основном, на ранних 
стадиях преимплантационного развития эмбриона, для 
которых характерно более широкое перивителлиновое 
пространство (т. е. расстояние между прозрачной 
оболочкой и клеточной мембраной яйцеклетки или зиготы) 
по сравнению с поздними стадиями преимплантационного 
развития.

Альтернативой применяемым коммерческим решениям 
может служить технология лазерной микрохирургии с 
использованием лазерных импульсов фемтосекундной 
длительности. В основе физики взаимодействия 
фемтосекундного импульса с биологическим объектом 
лежат процессы многофотонного поглощения, а процесс 
локального нарушения целостности ZP носит нетепловой 
характер [10]. Данное обстоятельство позволяет 
предельно локализовать область лазерного воздействия, 
ограничиваясь размером пятна фокусировки излучения 
в пределах ~1,5–2 мкм. Преимущества использования 
фемтосекундных лазерных импульсов, включая 
минимальную ширину диссекции ZP и минимизацию 
теплового воздействия излучения на прилегающие 
клетки эмбриона, были реализованы ранее в технологиях 

управляемого вспомогательного хетчинга [11] и маркировки 
эмбрионов на преимплантационной стадии развития [12, 13]. 

Интерес к исследованиям свойств ZP повышается 
желанием обнаружить надежные индикаторы качества 
ооцита. Именно качество ооцитов рассматривают как один 
из ключевых факторов фертильности женщины, поскольку 
оно определяет исходный потенциал для развития 
эмбриона [14]. Так, в ряде работ были исследованы 
корреляции толщины ZP (как одного из индикаторов) [15, 16], а 
также вариабельность ее значения у эмбриона с частотой 
наступления беременности и имплантации [6, 15, 17, 18]. 
Механические свойства оболочки рассматривали также 
в качестве предикторов успешности развития ооцитов 
после оплодотворения [19], качества эмбрионов [20] и 
успешности имплантации [21]. 

Несмотря на то что ВЛХ применяют в клинической 
практике несколько десятилетий, детальных исследований, 
посвященных тому, как данная  процедура влияет на 
структуру, морфологию прозрачной оболочки, чрезвычайно 
мало. Актуальность проведения подобных исследований 
не вызывает сомнений, так как анализ динамических 
изменений прозрачной оболочки при искусственном 
нарушении ее целостности по сравнению с естественным 
циклом позволит получить дополнительную информацию о 
механизмах разрушения/истончения оболочки и факторах, 
определяющих успешность вылупления и последующей 
имплантации эмбрионов. Кроме того, на сегодняшний 
день в клиническую практику внедрены эффективные 
подходы криоконсервации эмбрионов на любой стадии 
их преиплантационного развития с использованием 
метода витрификации. В то же время имеются данные об 
изменении физико-химических свойств ZP таких эмбрионов 
и возможном ее уплотнении или утолщении (так называемое 
уплотнение блестящей оболочки (zona hardering)) [22]. С 
учетом этого, важно изучение влияния ВЛХ на изменение 
свойств оболочки, так как полученные данные могут 
служить основой при сравнительном анализе особенностей 
вылупления эмбрионов, подвергавшихся витрификации.

Целью работы является исследование влияния 
ВЛХ с помощью фемтосекундного лазера на 
характеристики блестящей оболочки эмбрионов 
домовой мыши на стадии бластоцисты. Данный этап 
развития эмбриона является начальным в процессе 
хетчинга эмбриона, на котором блестящая оболочка 
подвергается существенным деформирующим нагрузкам. 
Принципиальную возможность микрохирургии оболочки 
на стадии бластоцисты (т. е. на более поздней стадии 
преимплантационного развития) обеспечивает применение 
лазерных импульсов фемтосекундной длительности. Как 
было показано нами ранее [11, 23], микрохирургия ZP с 
их использованием не оказывает негативного влияния на 
дальнейшее развитие эмбриона. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Экспериментальная установка

Эксперименты по микрохирургии эмбрионов выполняли 
на установке «Фемтосекундный лазерный скальпель» (рис. 1),
созданной в ОИВТ РАН [24]. В качестве лазерного 
скальпеля использовали излучение фемтосекундного 
лазерного источника ТЕТА («Авеста»; Троицк). Лазерные 
импульсы после преобразования во вторую гармонику 
излучения в кристалле ДКДП имели следующие параметры: 
длительность импульса — 280 фс, энергия — 50 мкДж, 
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длина волны излучения — 514 нм, частота следования 
импульсов — 2,5 кГц. Лазерное излучение заводилось 
в правый боковой порт инвертированного микроскопа 
Olympus IX-71 и фокусировалось микрообъективом 
20хUPlanFL (Olympus; Япония) с числовой апертурой 
NA = 0,5 в пятно диаметром ~2 мкм по полувысоте. Узел 
ослабления, установленный на пути лазерного излучения 
до заведения в микроскоп, служил для регулировки 
энергии лазерных импульсов, а узел телескопа — для 
согласования диаметра лазерного пучка с апертурой 
микрообъектива. При выполнении микрохирургических 
процедур энергия лазерных импульсов составляла 20 нДж, 
что соответствовало интенсивности 2,5 ТВт/см2. Эмбрионы 
рассаживали в каплю среды для культивирования в чашки 
Петри со стеклянным дном толщиной 170 мкм. Чашку 
Петри устанавливали на моторизованном предметном 
столике микроскопа (Märzhäuser Wetzlar; Германия) для 
перемещения эмбриона относительно неподвижного 
лазерного луча. Излучение фокусировали в плоскости 
максимального сечения эмбриона — в «экваториальной» 
плоскости. Изображение эмбриона регистрировали 
камерой DFK 72AUC02 (The Imaging Source; Германия). Для 
автоматизации процедуры микрохирургии использовали 
программное обеспечение, позволяющее оператору 
задавать траекторию движения лазерного луча поверх 
изображения эмбриона.

Животные

Для получения эмбрионов использовали гибридных мышей 
F1 C57Bl/6JхCBA из питомника Федерального медико-
биологического агентства России (филиал «Столбовая»; 
Россия). Животных содержали в контролируемых условиях 
(22–24 °C при световом режиме 14 ч день : 10 ч ночь) с 
доступом к питанию (специализированный экструдированный 
комбикорм для разведения мышей) и воде ad libitum. 

Гормональная стимуляция овуляции

Для получения большого числа эмбрионов единовременно 
применяли широко используемый протокол стимуляции 
овуляции. В качестве доноров использовали 
неполовозрелых самок весом 10–12 г в возрасте около 
трех недель. Гормональную стимуляцию осуществляли 
в соответствии с двухступенчатым протоколом: в 13:00 
первого дня внутрибрюшинно вводили ГСЖК (препарат 
Фоллимаг, «Мосагроген», Россия) из расчета 5 МЕ на 
одно животное, через 48 ч внутрибрюшинно вводили ХГЧ 
(препарат Хорулон; Merck Animal Health, США) из расчета 
10 МЕ на одно животное, после чего ссаживали данных 
самок с самцами для спаривания.

Получение эмбрионов

Умерщвление животных осуществляли путем дислокации 
шейных позвонков. Получение эмбрионов на стадии зиготы 
производили в день обнаружения вагинальной пробки. 
Из животного с помощью ножниц вырезали яйцеводы и 
помещали их в предварительно нагретую до 37 °C HEPES-
содержащую среду Ооклин («Пан-Эко»; Россия). Затем под 
контролем стереомикроскопа с помощью игл от шприцов 
вскрывали ампулярные части яйцеводов и извлекали 
из них ооцит-кумулюсные комплексы. Затем в данную 
каплю вносили примерно 0,03 г гиалуронидазы (препарат 
Лидаза; «Микроген», Россия) для очистки зигот от клеток 

кумулюса. Полученные зиготы последовательно отмывали 
в четырех каплях среды Ооклин, после чего переносили в 
среду для культивирования. 

Перевозка эмбрионов

Для транспортировки из ИБГ РАН в ОИВТ РАН для 
проведения процедуры ВЛХ эмбрионы помещали в 
предварительно нагретую до 37 °C HEPES-содержащую 
среду Ооклин («Пан-Эко»; Россия). Перевозку осуществляли 
в пробирках эппендорф объемом 2 мл. Пробирку с 
эмбрионами перевозили при стабильном тепловом режиме 
+37 °C. После перевозки эмбрионы отмывали в среде для 
культивирования, трижды перенося их по каплям. 

Культивирование эмбрионов

Культивирование эмбрионов до стадии морулы (примерно 
2,5 дня эмбрионального развития, Е2,5) осуществляли 
в четырехлуночных планшетах (Thermo Fisher Scientific 
Nunc; США), используя среду для культивирования гамет 
и эмбрионов CSCM-C (Fujifilm Irvine Scientific; США). От 
стадии морулы до стадии бластоцисты (Е3,5) эмбрионы 
культивировали в покрытых минеральным маслом (Origio; 
Дания) каплях среды CSCM-C (Fujifilm Irvine Scientific; США) 
объемом 20 мкл по 2–3 эмбриона в капле. 

Эксперимент

В каждой чашке Петри со стеклянным дном (кат. № 200350; 
SPL Lifesciences, Корея) предварительно формировали 
по три капли со средой для культивирования, которые 
затем покрывали минеральным маслом. За день до 
эксперимента эмбрионы на стадии морулы рассаживали в 
подготовленные чашки Петри и переносили в инкубатор. В 
каждую каплю помещали по три эмбриона. Микрохирургию 
прозрачной оболочки эмбрионов осуществляли на стадии 
бластоцисты (~Е3,5). 

Рис. 1. Схема фемтосекундного лазерного скальпеля. 1 — фемтосекундный 
лазер; 2 — преобразователь излучения во вторую гармонику; 3 — 
узел ослабления; 4 — узел телескопа; 5 — механический прерыватель 
лазерного излучения; 6, 7 — зеркала на длину волны лазерного излучения; 
8 — микрообъектив; 9 — моторизованный предметный столик; 10 — чашка 
Петри с эмбрионом; 11 — конденсор микроскопа; 12 — осветитель; 13 — 
КМОП-камера; 14 — инвертированный микроскоп
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Эмбрионы в количестве 99 штук были разделены на 
две группы: экспериментальную (Э) — 63 штуки и группу 
параллельного контроля (ПК) — 36 штук. Оператор делал 
фотографию эмбриона в исходном состоянии, задавал 
траекторию движения лазерного луча для микродиссекции 
оболочки эмбриона, выполнял процедуру ВЛХ и делал 
финальный снимок эмбриона после процедуры. Общее 
время, затрачиваемое на один эмбрион, не превышало 
1,5 мин. Вылупление эмбрионов происходило, как 
правило, на стадии Е5, когда осуществлялась очередная 
фотосъемка эмбрионов.

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку результатов исследований 
проводили с помощью пакета прикладных программ 
Statistica 7.0 (Dell; США), Microsoft Excel 2013 (Microsoft 
corporation; США). С использованием критериев 
Колмогорова–Смирнова и Шапиро–Уилка были проверены 
гипотезы о нормальности распределений исследуемых 
показателей. Поскольку представленные в работе данные 
имели распределения, отличные от нормального, то для 
их анализа использовали непараметрические критерии. 
В данном случае значимыми показателями служили 
медиана, квартили (25–75%) и вариация (минимальное 
и максимальное значения) исследуемой величины. 
Для сравнения двух независимых групп использовали 
критерий Манна–Уитни (U-критерий); для сравнения двух 
зависимых групп использовали критерий Уилкоксона для 
связанных выборок. Критический уровень значимости для 
всех статистических критериев принимали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 2А показан фрагмент оболочки эмбриона до 
воздействия лазерным излучением. Примитивы (зеленые 
линии 1–3) задавали траекторию движения лазерного 
луча. Лазерное воздействие вдоль ломанной линии 1 
было необходимо для нарушения целостности оболочки 
эмбриона в рамках процедуры ВЛХ. Прорезание ZP 
осуществляли примерно на 80–90% ее толщины. Линии 2 и 3 
были вспомогательными (для подтверждения, что эмбрион 
вылуплялся именно через искусственно сформированное 
отверстие (рис. 2Б)). Для каждого эмбриона 
экспериментальной группы проводили измерение толщины 
ZP на момент выполнения операции. Толщину оболочки Δ
измеряли в трех разных областях с угловым шагом 
~90–120°. Аналогичные измерения толщины ZP эмбриона 
были выполнены на стадии вылупления эмбриона или после 
ее окончания как в экспериментальной группе (рис. 2В), так 
и в группе ПК (рис. 2Г). 

Данные о толщине прозрачной оболочки эмбрионов 
экспериментальной и контрольной групп представлены 
на рис. 3. Как известно, в процессе вылупления в 
естественном цикле ZP подвергается растяжению. Так, 
нами было показано, что толщина блестящей оболочки 
демонстрирует статистически значимое уменьшение 
Δ

ср
 с 6,21 мкм (E3,5) до 5,4 мкм (E5) для контрольной 

группы эмбрионов, не подвергнутых лазерному 
воздействию. Для экспериментальной группы подобного 
истончения прозрачной оболочки не обнаружено, и 
измеренные значения Δ

ср
 составили 6,6 мкм (E3,5) и 

6,2 мкм (E5). Проведенная статистическая обработка 
экспериментальных данных (с использованием U-критерия 
Манна–Уитни) подтвердила статистически значимое 

различие значений толщины ZP (Е5) в цикле естественного 
вылупления и после процедуры ВЛХ. 

Еще одним интересным параметром является 
коэффициент истончения оболочки К = Δ

Е5
/Δ

Е3.5
, где Δ

Е3.5
 

и Δ
Е5

 — толщина оболочки отдельно взятого эмбриона 
спустя 3,5 и 5 дней после оплодотворения соответственно. 
Его медианное значение для экспериментальной группы 
составляет K

мед.э
 = 0,95. Столбцы диаграммы (рис. 4А) 

правее линии K = 1 означают, что толщина ZP на стадии 
вылупления превышала таковую на момент проведения 
операции микрохирургии. В отдельных случаях 
зафиксированная разница достигала 23%. Это может быть 
связано с тем, что в процессе вылупления бластоциста 
демонстрирует периодические изменения своего объема 
(экспандирование и коллапсирование), растягивая при 
этом блестящую оболочку [25]. При этом измерение 
толщины ZP на стадии микрохирургии (E3,5) пришлось на 
фазу растяжения. В случае контрольной группы оценку 
толщины оболочки также осуществляли у эмбрионов, 
достигших стадии бластоцисты (E3,5). Как следует из 
рис. 4Б, ZP подавляющего большинства эмбрионов 
истончается в процессе вылупления. Доля эмбрионов, 
для которых K > 1, составляет менее 20% и по аналогии 
с экспериментальной группой может быть связана с 
измерением толщины блестящей оболочки бластоцисты 
(E3,5) в момент экспандирования. Медианные значения 
коэффициента K

мед.пк
 = 0,84 также свидетельствуют о 

большем истончении ZP у эмбрионов, вылупившихся в 
естественном цикле. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Вылупление эмбриона из блестящей оболочки 
является важнейшим этапом, необходимым для его 
дальнейшей имплантации в полость матки. Процессу 
вылупления (хетчинга) предшествуют периодические 
фазы экспандирования и коллапсирования бластоцисты. 

Рис. 2. Фотографии эмбриона до проведения микрохирургии оболочки 
(А); прозрачной оболочки после вылупления (Б). 1 — отверстие в ZP после 
хетчинга бластоцисты в результате формирования разреза по траектории 1 
(на фрагменте а); 2 — результат реза по траектории 2 (на фрагменте а). 
Оболочка после вылупления эмбриона в экспериментальной группе (В) и 
группе ПК (Г)

А Б

В Г
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Изменение ее объема приводит к механическому 
воздействию на ZP, что вызывает ее растяжение и 
истончение. Под воздействием растягивающих напряжений 
и протеаз (например, трипсина), синтезируемых маткой 
и/или бластоцистой, происходит нарушение целостности 
ZP, что делает хетчинг бластоцисты возможным. 

С точки зрения механики, наблюдаемые различия в 
экспериментальной и контрольной группах могут быть 
интерпретированы следующим образом. Предел прочности — 
это пороговая величина прикладываемого к образцу 
механического напряжения, превышение которой приводит 
к разрушению материала. Применительно к процессу 
вылупления, ZP эмбриона в фазе экспандирования 
бластоцисты испытывает постоянные растягивающие 
напряжения. Превышение ими порогового значения 
приводит к разрыву ZP и инициации процесса хетчинга. 
Существует большое количество исследований, целью 
которых является создание моделей, описывающих 
механические свойства оболочки. Применяемые подходы 
включают в себя описание ZP как среды, обладающей 
линейно-упругими, гиперупругими или вязко-гиперупругими 
свойствами (подробное изложение современного состояния 
в области аналитических и численных подходов можно 
найти в опубликованной недавно работе [26]). 

Построение моделей механических свойств блестящей 
оболочки эмбриона мыши выходит за рамки настоящей 

работы. Вместе с тем, полученные данные могут быть 
проанализированы с учетом имеющихся представлений о 
свойствах ZP. Анализ гистограмм на рис. 4 демонстрирует 
качественное согласие с имеющимися моделями. При 
увеличении диаметра бластоцисты происходит рост 
растягивающих напряжений в блестящей оболочке, 
ее радиус увеличивается, а толщина уменьшается. На 
сегодняшний день имеются литературные данные значений 
модуля Юнга (коэффициент пропорциональности между 
прикладываемым напряжением и деформацией среды) 
ZP млекопитающих; для ооцита и эмбриона мыши эти 
значения составляют 17,9 и 42,2 кПа соответственно [27]. 
Модуль Юнга характеризует свойства среды на линейном 
участке диаграммы деформация-напряжение вплоть 
до предела текучести, когда нагруженный эластично 
образец при растяжении удлиняется, но возвращается 
к своей изначальной форме и размеру при разгрузке. 
При превышении этого предела среда перестает 
демонстрировать упругие свойства и испытывает 
пластические деформации (не полностью возвращается 
к своему первоначальному состоянию). Значения 
коэффициента истончения K < 1 на рис. 4б свидетельствуют 
о наличии пластических деформаций, сохраняющихся 
после прекращения действия растягивающих напряжений. 
По достижении пороговых значений напряжений (предела 
прочности) происходит разрыв оболочки и вылупление 

Рис. 3. Изменение толщины ZP в процессе развития эмбриона в контрольной группе (А), в экспериментальной группе (Б)

Рис. 4. Распределение коэффициента истончения ZP в экспериментальной (А) и контрольной (Б) группах
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эмбриона. Нарушение целостности ZP в процедуре ВЛХ 
приводит к существенному снижению этого порога, 
о чем свидетельствуют средние значения толщины 
блестящей оболочки Δ

Е5
 и коэффициента истончения K, 

превышающие таковые в контрольной группе. В работе 
[25] высказывается предположение о причине снижения 
способности к имплантации: оно может быть обусловлено 
негативным влиянием толстой оболочки на экспансию 
бластоцисты. Данная гипотеза согласуется с теорией 
сопротивления материалов и необходимостью приложения 
большей силы на единицу поверхности для деформации 
более толстого слоя оболочки. 

Воздействие процедур по криоконсервации на 
состояние блестящей оболочки ооцитов/эмбрионов изучено 
достаточно подробно, имеется множество свидетельств, 
указывающих на то, что в результате криоконсервации их 
блестящая оболочка становится более жесткой [22, 28]. 
Однако вопрос, касающийся того, как криоконсервация 
влияет на состояние и свойства блестящей оболочки на 
более поздних стадиях эмбрионального развития, требует 
дальнейшего изучения. Следующим логичным шагом в 
проведении эксперимента представляется замена объекта 
исследования на эмбрион, подвергшийся процедуре 
криоконсервации. Полученные в настоящей работе данные 
будут являться референсными при изучении истончения 
блестящей оболочки криоконсервированных эмбрионов, 
подвергнутых ВЛХ на стадии бластоцисты с помощью 
фемтосекундных лазерных импульсов.

ВЫВОДЫ

В настоящей работе были проведены исследования 
толщины блестящей оболочки эмбрионов мыши как в 
цикле естественного вылупления (контрольная группа), 
так и после процедуры ВЛХ (экспериментальная 
группа). Минимальное термическое воздействие 
фемтосекундного лазерного излучения позволило 
осуществить микрохирургическую процедуру на поздней 
стадии преимплантационного развития — бластоцисте, 
до начала ее хетчинга. Измерение толщины ZP на 
стадии бластоцисты (Е3,5) и на стадии вылупления (Е5) 
позволило оценить коэффициент истончения каждой 
отдельно взятой оболочки. Проведенный статистический 
анализ выявил значимые различия в толщине оболочки 
между экспериментальными и контрольными группами 
на стадии вылупления бластоцисты — 5,4 и 6,2 мкм 
соответственно. Также отмечено, что в результате ВЛХ 
растягивание ZP эмбриона практически отсутствует —
толщина ZP составляет 6,6 мкм (Е3,5) и 6,2 мкм 
(Е5), о чем свидетельствет и медианное значение 
коэффициента истончения. Считаем, что данное 
обстоятельство обусловлено снижением порогового 
значения растягивающих напряжений. Полученные 
экспериментальные данные послужат основой для 
сравнения при дальнейшем изучении свойств блестящей 
оболочки эмбрионов, подвергнутых криоконсервации, а 
также культивированных в средах различного состава.
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С. А. Румянцев2,3 

АДИПОКИНЫ И МИОКИНЫ КАК ИНДИКАТОРЫ ФЕНОТИПОВ ОЖИРЕНИЯ 
И ИХ СВЯЗЬ С ПОКАЗАТЕЛЯМИ РАЗНООБРАЗИЯ МИКРОБИОМА КИШЕЧНИКА

В настоящее время выделяют метаболически здоровое ожирение (МЗО) и метаболически нездоровое ожирение (МНЗО). Жировая и мышечная 

ткани могут определять фенотип ожирения за счет выработки адипокинов и миокинов. В формировании МЗО участвует и микробное сообщество 

кишечника. Целью работы было изучить уровни адипокинов и миокинов и их связь с альфа-разнообразием микробиома кишечника при МЗО и МНЗО. 

Из 265 обследуемых сформированы две группы: здоровые лица и пациенты с ожирением. Последние были разделены на две подгруппы: пациенты 

с МЗО и пациенты с МНЗО. У обследуемых определяли индекс массы тела, окружность талии, индекс HOMA-IR, уровень адипокинов и миокинов, 

таксономический состав микробиома кишечника и индексы альфа-разнообразия, оценивали липидный и углеводный обмен. Выявлены статистически 

значимые различия уровней адипокинов и миокинов, а также их взаимосвязь с показателями разнообразия микробиома кишечника у пациентов с 

разными фенотипами ожирения. При МЗО и МНЗО уровень адипонектина был значимо ниже (р < 0,05), а лептина и аспросина — выше (р < 0,05) 

по сравнению со здоровыми лицами. Пациенты с МНЗО имели уровни адипонектина и лептина более низкие (p < 0,05), чем пациенты с МЗО. При 

МНЗО статистически значимо выше уровень FGF21. Массовый корреляционный анализ при МЗО показал связь между уровнем глюкозы с индексами 

разнообразия микробиома кишечника, которая отсутствовала при МНЗО, что указывает на утрату влияния микробиоты кишечника на регуляцию уровня 

глюкозы крови при МНЗО и о различной регуляторной роли микробиоты кишечника в оси «микробиом кишечника — печень — жировая и мышечная 

ткани» при МЗО и МНЗО. Полученные данные указывают на взаимосвязь между разнообразием микробиома кишечника и фенотипом ожирения.

Ключевые слова: ожирение, метаболически здоровое ожирение, адипокины, миокины, альфа-разнообразие микробиома кишечника 

Для корреспонденции: Лилия Александровна Ганенко 
переулок Нахичеванский, дом 29, г. Ростов-на-Дону, 344022, Россия; ganenko.lilia@yandex.ru

1 Ростовский государственный медицинский университет, Ростов-на-Дону, Россия 
2 Центр цифровой и трансляционной биомедицины «Центр молекулярного здоровья», Москва, Россия 
3 Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н. И. Пирогова, Москва, Россия 
4 Казанский (Приволжский) федеральный университет, Казань, Республика Татарстан, Россия 

Статья получена: 19.12.2022 Статья принята к печати: 21.01.2023 Опубликована онлайн: 17.02.2023

DOI: 10.24075/vrgmu.2023.004

Shestopalov AV2,3, Ganenko LA1      , Grigoryeva TV4, Laikov AV4, Vasilyev IYu4, Kolesnikova IM3, Naboka YuL4, Volkova NI1, Roumiantsev SA2,3

ADIPOKINES AND MYOKINES AS INDICATORS OF OBESE PHENOTYPES AND THEIR 
ASSOCIATION WITH THE GUT MICROBIOME DIVERSITY INDICES

Today, metabolically healthy obesity (MHO) and metabolically unhealthy obesity (MUO) are distinguished. Adipose and muscle tissues can determine the obese 

phenotype due to adipokine and myokine production. Gut microbial community is also involved in MHO. The study was aimed to reveal the features of adipokine 

and myokine levels and their association with the gut microbiome alpha diversity in patients with MHO and MUO. A total of 265 subjects were divided into two 

groups: healthy individuals and obese patients. The latter were divided into two subgroups: patients with MHO and patients with MUO. Body mass index, waist 

circumference, HOMA-IR, adipokine and myokine levels, gut microbiome taxonomic composition, alpha diversity indices were defined in all the surveyed individuals, 

lipid and carbohydrate metabolism was also assessed. Significant differences in the adipokine and myokine levels and their association with the gut microbiome 

diversity indicators were revealed in patients with different obese phenotypes. Patients with MHO and MUO showed significantly lower adiponectin levels (р < 0.05) 

and significantly higher leptin and asprosin levels (р < 0.05) than healthy individuals. Patients with MUO had lower adiponectin and leptin levels (p < 0.05) than 

patients with MHO. Significantly higher FGF21 levels were observed in patients with MUO. Large-scale correlation analysis revealed the relationship between the 

glucose levels and the gut microbiome diversity indices that was missing in patients with MUO. This indicated the loss of the microbiota diversity effects on the 

blood glucose control in individuals with MUO, as well as different regulatory roles in the gut microbiome‒liver‒muscle/adipose tissue axes of individuals with MHO 

and MUO played by gut microbiota. The findings show the relationship between the gut microbiome diversity and the obese phenotype.
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Осложнения, связанные с ожирением, снижают качество 
и продолжительность жизни [1]. Однако ожирение не 
всегда сопровождается метаболическими нарушениями, в 
связи с чем выделяют метаболически здоровое ожирение 
(МЗО) и метаболически нездоровое ожирение (МНЗО) 
[2]. Распространенность МЗО составляет 6–60% среди 
пациентов с ожирением в зависимости от критериев 
диагностики МЗО [3]. Классификация ожирения по уровню 
ИМТ не дает полного представления о состоянии здоровья 
и потенциальном риске будущих неблагоприятных 
исходов, что было отражено в рекомендациях AACE/
ACE (The American Association of Clinical Endocrinologists 
and the American College of Endocrinology, США, 2014 г.), 
предлагающих при классификации ожирения учитывать 
в том числе и метаболический статус [4]. Жировая и 
мышечная ткани играют важную роль в поддержании 
метаболического гомеостаза путем секреции 
биологически активных пептидов — адипокинов и 
миокинов [5]. Дисбаланс этих повышающих и понижающих 
инсулиносенситивность и адипогенез адипокинов и 
миокинов может способствовать развитию метаболических 
осложнений, таких как инсулинорезистентность, 
вялотекущее воспалительное ремоделирование 
жировой ткани, внеклеточное депонирование липидов, 
атеросклероз и др. [6]. Известно, что адипонектин 
оказывает инсулинсенсибилизирующее, антиатерогенное 
и противовоспалительное действие [7]. В то время как 
адипокины лептин и резистин, наоборот, представляют 
собой потенциальные факторы инсулинорезистентности,  
оказывающие плейотропное действие на потребление 
пищи, нейроэндокринную регуляцию гипоталамуса, 
репродуктивную функцию и энергетический обмен [8]. 
Данные по недавно обнаруженному адипокину аспросину 
крайне фрагментарны: есть предположения, что он 
способен оказывать влияние на метаболизм глюкозы и, 
вероятно, связан с ожирением и что его уровень может 
быть маркером ранней диагностики сахарного диабета 
[9]. Информация о роли миокина миостатина в патогенезе 
ожирения и инсулинорезистентности в настоящее 
время ограничена. Некоторые авторы предлагают 
использовать миостатин для идентификации МНЗО [10]. 
Инсулинчувствительный миокин FGF21 действует как 
метаболический регулятор, участвующий в контроле 
гомеостаза глюкозы [11]. В последнее время интерес у 
исследователей вызывает секретируемый фибробластами 
и остебластоподобными клетками пептид остеокрин. Его 
патофизиологическая роль малоизучена [12]. Единичные 
результаты у пациентов с ожирением и инсулиновой 
резистентностью продемонстрировали более высокий 
его уровень по сравнению со здоровыми обследуемыми 
[13]. В последнее десятилетие микробиоту кишечника 
рассматривают в качестве фактора, влияющего на 
развитие ожирения. Микробиота может влиять на 
метаболический фенотип как путем прямого воздействия 
на доступность энергии и питательных веществ, так и 
посредством модуляции сигнальных и метаболических 
путей макроорганизма. Появляется все больше данных, 
что для оптимального симбиотического взаимодействия 
с макроорганизмом и предотвращения развития в том 
числе внекишечных заболеваний необходимы баланс 
и разнообразие микроорганизмов [14]. Разнообразие 
микробиома отражает количество различных видов 
бактерий в нем. Выделяют два вида разнообразия: 
альфа-разнообразие (в пределах одного биотопа) и 
бета-разнообразие (между отдельными биотопами). 

Альфа-разнообразие оценивают по индексам Chao 1, 
Шеннона, Симпсона (прямой и обратный), Джини Симпсона 
и Бергера-Паркера. Индекс Chao 1 используют для 
определения меры наблюдаемого/скрытого разнообразия, 
индекс Шеннона — для определения меры разнообразия 
и плавности микробиома (более высокое значение данных 
индексов соответствует большему разнообразию); индекс 
Симпсона описывает вероятность принадлежности любых 
двух особей, случайно отобранных из неопределенно 
большого сообщества, к разным видам, по мере 
увеличения его значения разнообразие уменьшается; 
индекс Бергера–Паркера выражает меру доминирования 
вида в микробиоме, чем выше его значение, тем меньше 
альфа-разнообразие [15]. Предыдущие исследования 
показали, что микробиом кала людей с ожирением менее 
разнообразен, чем у худых людей [16]. Показано также 
снижение микробного разнообразия у 75% пациентов 
с морбидным ожирением и у 40% — с ожирением 
I и II степени [17, 18]. Некоторые авторы обнаружили 
прямую корреляцию между снижением разнообразия 
микробиома кишечника и МНЗО [19]. Несмотря на то что 
число исследований, оценивающих роль адипокинов и 
миокинов в формировании МЗО, а также их взаимосвязь 
с показателями разнообразия микробиома кишечника 
ограничены, описанные в литературе ассоциации между 
адипонектином, резистином и FGF21 с МЗО [5, 6] легли в 
основу научной гипотезы данного исследования — разные 
профили адипокинов и миокинов могут способствовать 
диссоциации ожирения на фенотипы. Цель исследования — 
выявить особенности уровней адипокинов и миокинов 
и их связь с показателями разнообразия микробиома 
кишечника у пациентов с разными фенотипами ожирения.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на базе ФГБОУ ВО «Ростовский 
государственный медицинский университет» МЗ РФ, 
ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный 
университет» и центра цифровой и трансляционной 
биомедицины ООО «Центр молекулярного здоровья». 
Набор пациентов проводили с 2019 по 2020 г. Все 
обследуемые были разделены на две основные группы в 
зависимости от индекса массы тела (ИМТ) и окружности 
талии (ОТ): в группу 1 были включены здоровые лица 
(контрольная), в группу 2 — пациенты с ожирением. 
Далее группа 2 была разделена на две подгруппы в 
зависимости от наличия метаболических осложнений: в 
подгруппу 2а вошли пациенты с МЗО, в подгруппу 2б — 
с МНЗО. Критерии включения: возраст старше 18 лет; 
отсутствие приема антибиотиков, пре- и пробиотических 
препаратов в течение трех месяцев до включения в 
исследование. Дополнительные критерии включения 
в  группу 1: 18,5 кг/м2 < ИМТ ≤ 24,9 кг/м2; отсутствие 
дислипидемии, гипергликемии и артериальной гипертензии 
(АГ). Дополнительные критерии включения в группу 
2: ИМТ ≥ 30 кг/м2, ОТ у мужчин > 102 см, у женщин > 88 
см. В подгруппу 2а были включены пациенты, имеющие 
< трех критериев а в подгруппу 2б ≥ трех критериев 
NCEP-ATP III (The National Cholesterol Education Program 
(NCEP), Adult Treatment Panel III (ATPIII)), включающие 
следующие показатели: систолическое артериальное 
давление (САД) > 130 и/или диастолическое артериальное 
давление (ДАД) > 85 мм рт. ст., глюкоза плазмы натощак 
(ГПН) ≥ 6,1 ммоль/л, триглицериды (ТГ) ≥ 1,7 ммоль/л, 
липопротеиды высокой плотности (ХС ЛПВП) < 1,29 
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Таблица 1. Клинико-лабораторная характеристика обследуемых групп 1 и 2

Примечание: ИМТ — индекс массы тела, ОТ — окружность талии, САД — систолическое артериальное давление, ДАД — диастолическое артериальное 
давление, ОХС — общий холестерин, ХС ЛПНП — липопротеины низкой плотности, ХС ЛПВП — липопротеины высокой плотности, ТГ — триглицериды, 
НОМА-IR — Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance.

Показатели
Группа 1 
n = 129

Группа 2 
n = 136

р

Мужчины 15 (11,6%) 28 (20,6%) 0,621

Женщины 114 (88,3%) 108 (79,4%) 0,613

Возраст/лет 39,6 ± 4,2 54,6 ± 4,7 0,032

ИМТ, кг/м2 20,8 [19; 23] 34 [31; 36] 0,024

ОТ, см 74 [69; 75,5] 100 [95; 103] 0,011

САД, мм рт. ст. 120,5 [90; 125] 135 [125; 145] 0,034

ДАД, мм рт. ст. 74,5 [60; 90] 85 [80; 90] 0,001

ГПН, ммоль/л 3,96 [4,05; 5,1] 5,57 [5,1; 6,93] 0,0001

ОХС, ммоль/л 4,5 [4,1; 5,0] 5,42 [4,62; 6,2] 0,624

ХС ЛПНП, ммоль/л 3,11 [2,4; 3,21] 3,19 [2,6; 3,64] 0,745

ХС ЛПВП, ммоль/л 1,93 [1,49; 2,24] 1,23 [1,11; 1,39] 0,031

ТГ, ммоль/л 0,79 [0,57; 1,13] 1,65 [1,33; 2,34] 0,001

Инсулин, пг/мл 262 [133,6; 418,2] 390 [170,02; 678,78] 0,001

HOMA-IR 1,86 [1,47; 2,82] 11,7 [5,08;19,3] 0,001

(женщины), < 1,03 (мужчины), окружность талии (ОТ) > 102 см 
(мужчины), > 88 см (женщины). Критерии исключения: 
наличие тяжелых соматических заболеваний, любые 
заболевания желудочно-кишечного тракта, острые 
состояния, депрессия, алкоголизм, беременность. 

Дизайн исследования

Проведено когортное исследование. Все обследуемые 
прошли клинический опрос и осмотр, оценку 
антропометрических показателей; всем выполнено 
анкетирование и лабораторное обследование по 
следующим показателям: глюкоза плазмы натощак 
(ГПН), общий холестерин (ОХС), липопротеиды низкой 
плотности (ХС ЛПНП), липопротеиды высокой плотности 
(ХС ЛПВП), триглицериды (ТГ), адипонектин, лептин, 
аспросин, резистин, фактор роста эндотелия сосудов 
(vascular endothelial growth factor, VEGF), ирисин, фактор 
роста фибробластов 21 (fibroblast growth factor 21, FGF21), 
миостатин, остеокрин и инсулин; рассчитан индекс 
инсулинорезистентности HOMA-IR, определен состав 
микробиома кишечника и рассчитаны индексы альфа-
разнообразия по филотипам бактерий. Измерение уровня 
артериального давления проводили с помощью ручного 
тонометра (Little Doctor LD-60; КНР) по стандартной 
методике Н. С. Короткова. Биохимические показатели 
(ммоль/л) ГПН, ХС ЛПВП, ХС ЛПНП, ТГ, ОХС исследовали 
фотометрическим методом на спектрофотометре Hitachi 
U-2900 (Hitachi; Япония) наборами реагентов «Ольвекс 
Диагностикум» (Россия). Количественный анализ (нг/мл)
адипонектина, лептина, резистина, аспросина, VEGF, 
ирисина, миостатина, FGF21, остеокрина и инсулина 
выполняли методом мультиплексного иммуноферментного 
анализа (ИФА) на анализаторе Magpix (BioRad; США) 
с использованием наборов фирмы Milliplex (США). 
Концентрацию аспросина определяли методом ИФА при 
помощи тест-системы ELISA KitForAsprosin (Cloud-Clone.; 
США). Сбор образцов фекалий проводили согласно 
справочному пособию под редакцией В. В. Меньшикова 

[20]. Определение состава кишечного микробиома 
выполняли методом NGS-секвенирования бактериальной 
ДНК по гену 16s рРНК (V3-V4 вариабельный регион) на 
платформе MiSeq (Illumina; США) в режиме парноконцевого 
прочтения (2 × 300). Для характеристики микробиоты 
использовали различные индексы альфа-разнообразия 
бактериального сообщества. 

Статистический анализ 

Для обработки использовали статистическую программу 
R (версия 3.2, R Foundation for Statistical Computing; Vienna, 
Austria). Для количественных показателей рассчитывали 
средние ± средние квадратические отклонения; медиану 
и квартили (25%, 75%); минимальные и максимальные 
значения в выборке. Сравнение средних уровней в группах 
проводили с помощью теста Манна–Уитни. Сравнение 
медиан изучаемых показателей проводили с помощью 
теста Краскала–Уоллиса, корреляционный анализ — с 
применением коэффициента корреляции Спирмена. 
Различия признавали статистически значимыми на уровне 
р < 0,05. Кластерный анализ: массовый корреляционный 
анализ проводили на языке Python v3.8 для каждой группы 
пациентов между:

1) ИМТ, ОТ, САД, ДАД, ГПН, ХС ЛПНП, ХС ЛПВП, ТГ, 
ОХС и показателями содержания адипокинов и миокинов;

2) каждым показателем клинических данных и 
показателями микробиоты (альфа-разнообразие: видовое 
богатство (число оперативных таксономических единиц 
(OTU) с ненулевой представленностью), энтропия 
Шеннона, индекс преобладания Бергера–Паркера, прямой 
и обратный индексы Симпсона, индекс Джини–Симпсона, 
индекс Chao1;

3) показателями микробиома и показателями содержания 
адипокинов и миокинов.

Полученные матрицы коэффициентов ранговой 
корреляции Спирмена далее кластеризовали между собой 
в пределах каждой группы пациентов по расстоянию 
Манхэттена. 
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Доступность данных

Скрипты кластерного анализа данных находятся в 
открытом доступе в репозитории GitHub: https://github.
com/ivasilyev/curated_projects/tree/master/ashestopalov/
nutrition/obesity_elisa

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клинико-лабораторная характеристика обследуемых 
групп 1 и 2 представлена в табл. 1.

Контрольная группа и пациенты с ожирением были 
сопоставимы по половому признаку, уровню ОХС и ХС 
ЛПНП. При этом обследуемые группы 1 были моложе 
(р = 0,032), имели более низкое значение ИМТ (р = 0,024) 
и ОТ (р = 0,011). Также у пациентов с ожирением уровень 
САД, ДАД, ТГ, ГПН, инсулина и HOMA были выше (р < 0,05), 
а ХС ЛПВП — ниже (р < 0,05) по сравнению с контрольной 
группой. Клинико-лабораторная характеристика пациентов 
подгрупп 2а и 2б представлена в табл. 2.

Подгруппы 2а и 2б были сопоставимы по количеству 
мужчин и женщин, возрасту обследуемых, ИМТ и ОТ. При 
проведении сравнительного анализа между пациентами 
с разными фенотипами ожирения значимые различия 
были выявлены по ряду показателей: значения САД, ДАД, 

ТГ, ГПН, инсулина и HOMA были выше (р < 0,05), а ХС 
ЛПВП ниже (р < 0,05) в подгруппе МНЗО по сравнению 
с МЗО. Обращает на себя особое внимание наличие у 
пациентов  подгруппы 2б гипергликемии, значение 
которой соответствует уже сахарному диабету, а не более 
раннему нарушению углеводного обмена — предиабету, в 
то время как в подгруппе 2а наблюдается нормогликемия, 
несмотря на наличие инсулиновой резистентности в обеих 
подгруппах. В подгруппе 2б примечательно более чем 
двукратное повышение уровня триглицеридов в крови, 
свидетельствующее о нарушении их депонирования 
вследствие развития инсулинорезистентности жировой 
ткани, что приводит к «липотоксичности» — внеклеточному 
накоплению триглицеридов. 

При проведении сравнительного анализа уровней 
адипокинов и миокинов у обследуемых групп 1 и 2 
выявлены статистически значимые различия в содержании 
адипонектина, лептина и аспросина. У пациентов с 
ожирением уровень адипонектина был ниже (р < 0,05), 
а лептина и аспросина — выше (р < 0,05) по сравнению 
со здоровыми лицами (табл. 3). Известно, что лептин 
является ключевым медиатором между жировой тканью 
и гипоталамо-гипофизарной системой, обладающим 
орексигенным эффектом. Высокий уровень лептина 
в группе ожирения свидетельствует о торможении 

Таблица 3. Содержание адипокинов, миокинов в сыворотке крови у здоровых лиц и пациентов с ожирением

Показатели
Группа 1 
 n = 129

Группа 2  
 n = 136

p

Адипонектин, нг/мл 2149800 [62542; 6457800] 591180 [22366; 6457800] 0,05

Лептин, пг/мл 3999,96 [1120,19; 10099,7] 11291,99 [5541,55; 17827,94] < 0,0001

Резистин, пг/мл 52364,75 [32515,5; 116732] 46147,46 [27968,18; 104077,3] 0,35

Аспросин, пг/мл 0,18 [0; 0,36] 0,35 [0; 0,54] 0,01

VEGF, пг/мл 73,18 [44,93; 139,3] 58,45 [35,45; 143,28] 0,19

Инсулин, пг/мл 262 [133,6; 418,2] 390 [170,02; 678,78] 0,001

Остеокрин, пг/мл 55,23 [37,7; 74,28] 45,23 [34,15; 69,60] 0,14

Миостатин, пг/мл 0 [0; 0] 0 [0; 0] 0,6

Ириcин, пг/мл 0 [0; 0] 0 [0; 0] 0,58

FGF21, пг/мл 0 [0; 56,86] 0 [0;83, 45] 0,14

Таблица 2. Клинико-лабораторная характеристика пациентов подгрупп 2а и 2б 

Примечание: ИМТ — индекс массы тела, ОТ — окружность талии, САД — систолическое артериальное давление, ДАД — диастолическое артериальное 
давление, ОХС — общий холестерин, ХС ЛПНП — липопротеины низкой плотности, ХС ЛПВП — липопротеины высокой плотности, ТГ — триглицериды, 
НОМА-IR — Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance.

Показатели
Подгруппа 2а 

 n = 40
Подгруппа 2б 

 n = 55
р

Мужчины 6 (15%) 11 (20%) 0,612

Женщины 34 (85%) 44 (80%) 0,51

Возраст, лет 49,05 ± 5,1 51,3 ± 3,6 0,734

ИМТ, кг/м2 33 [31; 36] 33 [31; 36] 0,591

ОТ, см 100 [96; 104] 100 [93; 102] 0,112

САД, мм рт. ст. 120 [110; 125] 145 [136; 150] < 0,0001

ДАД, мм рт. ст. 75 [70; 80] 90 [90; 95] < 0,0001

ГПН, ммоль/л 4,88 [4,57; 5,28] 7,2 [6,14; 8,62] < 0,0001

HOMA-IR 7,48 [3,3; 12] 14,4 [7,57; 27,37] 0,0003

ОХС, ммоль/л 5,08 [4,31; 6,01] 5,74 [4,57; 6,5] 0,102

ХС ЛПНП, ммоль/л 3,18 [2,78; 3,53] 3,1 [1,95; 3,79] 0,341

ХС ЛПВП, ммоль/л 1,3 [1,21; 1,47] 1,2 [1,08; 1,45] 0,022

ТГ, ммоль/л 1,19 [0,91; 1,46] 2,39 [1,77; 3,16] < 0,0001

Инсулин, пг/мл 284,92 [142,25; 529,07] 389,96 [221; 721,57] 0,05
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орексигенного влияния лептина вследствие формирования 
резистентности к его сигналам в центральной нервной 
системе, т. е. о формировании лептинорезистентности, 
которая характеризуется снижением чувства сытости, 
чрезмерным потреблением питательных веществ и 
увеличением общей массы тела.

При сравнении уровней адипокинов и миокинов в 
сыворотке крови у пациентов с МЗО, МНЗО и здоровыми 
донорами обнаружены выявленные ранее тенденции: при 
МЗО и МНЗО уровень адипонектина был значимо ниже 
(р < 0,05), а лептина и аспросина — выше (р < 0,05) по 
сравнению с контрольной группой. Причем пациенты 
с МНЗО имели более низкий (p < 0,05) уровень 
адипонектина и лептина, чем пациенты с МЗО. 
При МНЗО было также обнаружено статистически 
значимое возрастание уровней FGF21 (табл. 4). 
Снижение уровня адипонектина укладывается в общую 
картину развития инсулинорезистентности с учетом 
его инсулиносенситивного действия. Парадоксальное, 
на первый взгляд, более низкое содержание лептина 
у пациентов с МНЗО, вероятно, является следствием 
инсулинорезистентности жировой ткани, приводящей 
к нарушению процессов терминальной дифференцировки 
адипоцитов, нарушению внутриклеточного депонирования 
триглицеридов и липотоксичности. 

Корреляционный анализ показал наличие у здоровых 
доноров положительной корреляции между уровнями 
адипонектина и резистина (r = 0,428; p = 0,001), FGF21 и 
миостатина (r = 0,543; p = 0,001), а также инсулина и лептина 
(r = 0,429; p = 0,0001), что свидетельствует о нормальном 
балансе в системе регуляции инсулиносенситивности и 
эндокринной функции жировой и мышечной тканей. 

У пациентов с ожирением выявлена положительная 
корреляция между уровнем адипонектина с содержанием 
инсулина (r = 0,3; p = 0,008), лептина (r = 0,3; p = 0,008), 
резистина (r = 0,5; p < 0,0001) и VEGF (r = 0,49; p < 0,0001). 
Значимые корреляционные связи обнаружены также 
между содержанием миокина FGF21 c миостатином (r = 0,37; 
p = 0,0001), инсулина с лептином (r = 0,84; p < 0,0001). 

Уровень лептина коррелировал также с содержанием 
VEGF (r = 0,38; p = 0,002), а резистина с остеокрином 
(r = 0,33; р = 0,0006). Данная картина корреляционных 
связей свидетельствует о дисбалансе в системе регуляции 
и вовлечения в систему регуляции фактора гипоксии, так 
как появляются положительные связи адипонектина с 
лептином и лептина с VEGF.

У пациентов с МЗО выявлены корреляции с уровнем 
остеокрина — отрицательная с аспросином (r = –0,43; 
p = 0,02) и резистином (r = –0,39; p = 0,01) и положительная — 
с адипонектином (r = 0,43; p = 0,04). Установлена связь 
между уровнями адипонектина и миостатина (r = 0,34; 
р = 0,035), инсулина и лептина (r = 0,59; р < 0,0001), а также 
между FGF21 с адипонектином (r = 0,34; р = 0,0003).

При МНЗО обнаружены корреляции остеокрина с 
аспросином (r = –0,38; p = 0,04), резистином (r = 0,48; 
p = 0,001) и миостатином (r = 0,33; p = 0,03). Прямые 
значимые корреляционные связи идентифицированы 
между FGF21 и миостатином (r = 0,37; p = 0,005), 
инсулином и лептином (r = 0,37; p = 0,005). Таким образом, 
при развитии ожирения наблюдается возрастание роли 
остеокрина в регуляции гормональной функции жировой 
и мышечной тканей. У здоровых людей корреляции с 
остеокрином отсутствовали, в группе МЗО остеокрин 
формирует две корреляции с адипокинами аспросином 
и резистином, а в группе МНЗО — три, расширяя свой 
спектр до миокина миостатина. В итоге при ожирении 
формируются взаимосвязанные изменения всех трех 
ветвей дифференцировки мезенхимных стволовых клеток — 
адипогенной, миогенной и остеогенной. Надо отметить, что 
положительная корреляция между инсулином и лептином 
отмечается во всех исследуемых группах. Она максимальна в 
группе МЗО, что свидетельствует о сохранном действии 
инсулина на жировую ткань, и минимальна в группе 
МНЗО, что может служить косвенным признаком развития 
инсулинорезистентности жировой ткани. Примечательно 
также изменение регуляторного влияния FGF21 по мере 
развития ожирения. У здоровых доноров и пациентов с 
МНЗО этот миокин положительно коррелирует с другим 

Таблица 4. Содержание адипокинов и миокинов в сыворотке крови у обследуемых  группы 1, подгрупп 2а и 2б 

Показатели
Группа 1  
 n = 129

Подгруппа 2а 
n = 40

р
1р1-2а

Подгруппа 2б 
n = 55

Р
1р1-2б

р
2а-2б

Адипонектин, нг/мл 214980 [62542; 6457800] 75 618 [25132; 6457800] < 0,052 57 891 [22616,75; 2606600] < 0,054 0,003

Лептин, пг/мл 3999,96 [1120,19; 10099,7] 13808,18 [6332,91; 17956,46] < 0,051 9942,72 [4664,47; 16802,91] < 0,055 0,002

Инсулин, пг/мл 262 [133,6; 418,2] 284 [142,25; 529,07] 0,1 389 [221,22; 721,57] < 0,054 0,05

Аспросин, пг/мл 0,18 [0; 0,36] 0,46 [0,23; 0,6] < 0,05 0,38 [0; 0,57] < 0,05 0,37

FGF21, пг/мл 0 [0; 56,8] 0 [0; 31,44] < 0,01 13,98 [0; 90,49] 0,05 0,05

Резистин, пг/мл 52364,75 [32515,5; 116732] 48637,48 [33229,66; 97603,33] 0,5 43421,05 [26433,69; 109927,65] 0,6 0,7

VEGF,пг/мл 73,18 [44,93; 139,3] 56,33 [19,89; 145,32] < 0,05 58,97 [39,61; 163,05] 0,26 0,34

Остеокрин, пг/мл 55,23 [37,7; 74,28] 44,03 [35,91; 59,08] 0,16 48,96 [32,22; 78,6] 0,17 0,57

Миостатин, пг/мл 0 [0; 0] 0 [0; 0] 0,23 0 [0; 0] 0, 3 0,6

Ириcин, пг/мл 0 [0; 0] 0 [0; 0] 0,34 0 [0; 0] 0,26 0,7

Таблица 5. Характеристики альфа-разнообразия микробиома кала у исследуемых групп пациентов

Примечание: данные представлены в виде медианы и ее 95%-го доверительного интервала; * — различия достоверны по сравнению с группой 1 (р < 0,05); 
† — различия достоверны по сравнению с МЗО (р < 0,05)

Индексы Группа 1 (контрольная) Группа 2 (ожирения) Подгруппа 2а (МЗО) Подгруппа 2б (МНЗО)

Индекс Симпсона 0,981 [0,979–0,982] 0,977 [0,975–0,981] 0,978 [0,971–0,986] 0,976 [0.973–0,981]

Индекс Шеннона 7,80 [7,71–7,90] 7,82 [7,63–8,11] 8,28* [7,67–8,76] 7,63† [7,46–7,90]

Индекс Chao1 4010,16 [3871,53–4256,37] 4018,56* [3647,52–4492,64] 4899,13* [4139,88–5384,25] 3631,75† [3214.01–4118.26]

Количество OTU 1974,50 [1865,86–2060,00] 2015,00 [1930,17–2285,94] 2479,00* [1982,88–2727,61] 1930,00† [1743,64–2125,33]
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миокином миостатином, а при МЗО — с адипонектином 
и миостатином. Возможно, что регуляторная ось «FGF21–
адипонектин» является одним из механизмов компенсации 
в системе «жировая ткань — мышечная ткань», 
позволяющая сохранить инсулиносенситивность жировой 
ткани при ожирении и предотвратить липотоксичность. 

Для оценки альфа-разнообразия бактериального 
сообщества в обследуемых группах были вычислены 
значения индексов филогенетического разнообразия 
Симпсона, Шеннона, Chao1 и количество OTUs. 
Значимые различия между группами контроля и 
пациентов с ожирением были обнаружены для индекса 
филогенетического разнообразия и индекса Chao1, 
что свидетельствует о снижении альфа-разнообразия в 
образцах кала пациентов с ожирением. При этом индекс 
Шеннона не различался между группами 1 и 2 [21, 22]. 

Следует обратить внимание, что при МЗО индексы 
Шеннона, Chao1 и общее количество OTU статистически 
значимо выше в сравнении не только с группой МНЗО, но 
и с группой здоровых доноров. Вероятно, что повышение 

альфа-разнообразия является протективным механизмом 
микробного сообщества, предотвращающим развитие 
метаболических нарушений при ожирении. 

Для подгрупп 2а и 2б был выполнен массовый 
корреляционный анализ, с помощью которого выявлено 
наличие характерных для каждого фенотипа ожирения 
положительно связанных (r ≥ 0,3) кластеров корреляций. 
Так, для подгруппы пациентов с фенотипом МЗО 
характерна следующая кластеризация: 1) корреляции 
уровня глюкозы с обратными индексами разнообразия 
микробиома кишечника (индекс Бергера–Паркера, Джини 
Симпсона, обратный индекс Симпсона); 2) корреляции 
уровней лептина, инсулина, ирисина и значения HOMA 
с концентрацией VEGF; 3) корреляции концентрации 
FGF21 и ХС ЛПВП с прямыми индексами разнообразия 
кишечного микробиома (Chao1, количество OTU, индекс 
Шеннона, Симпсона) (рис. 1).

Кластеризация корреляции уровня глюкозы с 
обратными индексами разнообразия микробиома 
кишечника демонстрирует взаимосвязь между 

Рис. 1. Кластермэп корреляционного анализа для группы пациентов с МЗО между глюкозой, адипокинами, миокинами, липидограммой и показателями 
разнообразия микробиома кишечника
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микробиотой и уровнем глюкозы и указывает на то, что 
при МЗО микробиота кишечника влияет на концентрацию 
глюкозы и, вероятно, удерживает ее уровень в нормальном 
диапазоне, несмотря на наличие ожирения. Кластеризация 
корреляции VEGF с показателями углеводного обмена 
и инсулиносенситивности демонстрирует, что гипоксия 
оказывает регуляторное влияние при МЗО. Кластеризация 
корреляционных связей прямых индексов разнообразия 
кишечного микробиома с FGF21, ХС ЛПВП свидетельствует 
о протективном эффекте микробного разнообразия 
при этом фенотипе ожирения, вероятно, вследствие 
сохранности регуляторной оси «микробиота – печень – 
жировая ткань».

Важно отметить, что для пациентов с фенотипом 
МНЗО не было выявлено характерной для МЗО 
кластеризации показателей разнообразия микробиома 
кишечника с уровнем глюкозы, что указывает на 
утрату влияния микробиоты кишечника на регуляцию 
уровня глюкозы крови (рис. 2). Более того, при МНЗО 
обратные индексы разнообразия имели высокую 

взаимосвязь с ИМТ, САД, ДАД, ХС ЛПНП, ОХС, HOMA-IR
и инсулином, а прямые индексы разнообразия кишечного 
микробиома продемонстрировали высокую корреляцию 
с миостатином, ТГ, VEGF, FGF21, резистином и лептином. 
Это свидетельствует о том, что снижение разнообразия 
микробного сообщества кишечника при данном 
типе ожирения напрямую связано с клиническими 
и биохимическими проявлениями метаболического 
синдрома и сахарного диабета 2-го типа.

Полученные данные свидетельствуют о различной 
регуляторной роли микробиоты кишечника в оси 
«микробиом кишечника – печень – жировая и 
мышечная ткани» при фенотипах ожирения и появлении 
патологических взаимосвязей при МНЗО.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Роль микробного сообщества и эндокринных факторов 
жировой и мышечной тканей в развитии ожирения 
исследована достаточно полно [2, 4, 5]. Однако эти 

Рис. 2. Кластермэп корреляционного анализа для группы пациентов с МНЗО между глюкозой, адипокинами, миокинами, липидограммой и показателями 
разнообразия микробиома кишечника
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исследования практически не затрагивали различий 
между фенотипами ожирения и взаимосвязи показателей 
микробиома с показателями адипокинов и миокинов. 
Проведенное нами исследование выявило характерные 
для ожирения изменения профиля адипокинов и миокинов 
в сыворотке крови в виде значимого снижения уровня 
адипонектина на фоне повышения содержания инсулина, 
лептина и аспросина, что в целом отражает развитие 
инсулинорезистентности, лептинорезистентности и 
соответственно нарушение депонирующей функции 
жировой ткани и регуляции аппетита. Снижение 
адипонектина согласуется с данными других авторов [1, 6].
Аналогичные закономерности показаны ранее и для 
уровней лептина и инсулина [1, 23]. Более высокий уровень 
адипонектина и более низкий уровень лептина у здоровых 
лиц, вероятно, связан с отсутствием терминальной 
гипертрофии адипоцитов и сохраненной функцией 
депонирования и их метаболической пластичностью. 
Поэтому такие адипоциты должны характеризоваться 
высокой инсулиносенситивностью. В то же время при 
ожирении можно наблюдать и гиперплазию и гипертрофию 
адипоцитов, цитоплазма которых полностью заполняется 
ТГ, что по принципу отрицательной обратной связи 
вызывает блокирование дальнейшего депонирования ТГ и, 
как следствие, нарушение их метаболической пластичности 
[24]. В результате такого ремоделирования происходит 
эктопическое отложение жира и изменяется морфология 
адипоцитов, что является триггером развития инсулиновой 
резистентности, сопровождающейся снижением уровня 
адипонектина и повышением лептина. Повышенный 
уровень лептина, вероятно, связан с формированием 
лепинорезистентности, при которой  меньшее количество 
лептина достигнет мозга, что приведет к снижению 
активации сигнального пути для регулирования массы 
тела. Резистентность к лептину на уровне ГЭБ объясняется 
эффектами насыщения рецепторов, вызванными избытком 
лептина или обратимым ингибированием, вызванным 
циркулирующими факторами, такими как ТГ [25].

Информация о роли аспросина в развитии ожирения 
крайне фрагментарна [26]. Результаты данного 
исследования показали более высокий уровень аспросина 
у пациентов с ожирением по сравнению со здоровыми 
лицами. В проведенном исследовании уровень аспросина 
при ожирении выше по сравнению со здоровыми лицами. 
Известно, что аспросин секретируется белой жировой 
тканью и повышает аппетит. Поскольку при ожирении 
увеличивается количество адипоцитов, соответственно 
происходит повышение уровня аспросина, что в свою 
очередь приводит к активации орексигенных нейронов 
агути-родственным белком (AgRP) и повышению 
аппетита, формируя порочный круг [27]. Поэтому есть 
предположение, что аспросин может способствовать 
развитию ожирения, частично влияя на количество 
потребляемой пищи.  

Для МЗО характерны изменения, аналогичные для 
ожирения в целом, но с минимальными проявлениями 
липотоксичности. Характерная особенность этого 
фенотипа — максимальные уровни лептина, максимальный 
уровень корреляции между инсулином и лептином и 
наличие взаимосвязи между FGF21 и адипонектином. 
Это свидетельствует, с одной стороны, о сохранном 
действии инсулина на жировую ткань, а с другой — 
активации регуляторного механизма FGF21–адипонектин, 
позволяющего, вероятно, сохранить инсулиносенситивность 
жировой ткани при данном фенотипе ожирения и 

предотвратить липотоксичность. Взаимосвязь показателей 
разнообразия микробного сообщества кишечника 
с клиническими и лабораторными показателями 
свидетельствует о причастности микробиоты к регуляции 
уровня глюкозы и протективном характере показателей 
разнообразия в отношении показателей обмена холестерина, 
что, вероятно, свидетельствует о сохранности регуляторной 
оси «микробиота – печень – жировая ткань».

Ранее нами было выявлено, что изменения в содержании 
основных представителей микробиома Bacteroidetes и 
Firmicutes при МЗО выражены значительно меньше, чем 
при МНЗО. Вероятно, эти изменения оказываются не 
критичными для метаболической функции микробного 
сообщества в целом, выработки ею регуляторных молекул 
и метаболитов (индолов, кинуренинов, короткоцепочечных 
жирных кислот, вторичных желчных кислот, витаминов 
и незаменимых аминокислот) и компенсируются 
повышением разнообразия, что, соответственно, 
обеспечивает сохранение регуляторной оси «микробиота –
печень – жировая ткань». 

МНЗО характеризуется максимальными проявлениями 
нарушений углеводного обмена, липотоксичности и 
дислипопротеинемией. Причем пациенты с МНЗО имели 
более низкий уровень адипонектина и лептина, чем 
пациенты с МЗО. При МНЗО было также обнаружено 
статистически значимое возрастание уровней FGF21. 
Повышение уровня FGF21 при МНЗО, возможно, 
является несостоятельным механизмом компенсации 
гипергликемии, поскольку адипоциты, достигшие 
критической гипертрофии, инсулинорезистентны и не 
могут утилизировать глюкозу, в связи с этим возникает 
необходимость формирования дополнительного пути 
ее метаболизма с целью устранения гипергликемии, в 
частности, усиление метаболизма в мышцах активирует 
процесс утилизации глюкозы мышечной тканью миокином 
FGF21. Важно отметить, что особенностью фенотипа 
МНЗО стала утрата связи между уровнем глюкозы 
и показателями альфа-разнообразия микробиома 
кишечника, что указывает на потерю регуляторного влияния 
микробиома кишечника в оси «микробиота кишечника –
печень – жировая ткань» и появлению патологических 
взаимосвязей при данном фенотипе ожирения.

Причины более низкой концентрации адипонектина 
при МНЗО в сравнении с MЗO, неясны, но они могут 
быть связаны с хронической гиперинсулинемией при 
МНЗО, которая подавляет выработку адипонектина в 
жировой ткани и тем самым генерирует цикл обратной 
связи сниженной секреции адипонектина, вызванной 
инсулинорезистентностью [3, 28]. В нашем исследовании 
уровень лептина у пациентов с МНЗО был значимо выше 
по сравнению с МЗО, что согласовывалось с данными 
других авторов [29] и, возможно, связано с нарушением 
белоксинтетического процесса в гипертрофированных 
адипоцитах. Однако вклад лептина в патогенезе МНЗО 
требуется уточнить, поскольку есть исследования, в 
которых содержание лептина было достоверно выше у 
пациентов с МНЗО [30], либо различия отсутствовали [31]. 
Помимо общих значимых корреляционных связей при 
МНЗО были выявлены характерные для данного фенотипа 
ожирения, в частности, прямая значимая корреляция 
между уровнем миостатина и остеокрина. В отличие от МЗО 
при МНЗО показатели альфа-разнообразия микробного 
сообщества кишечника значимо снижались и утрачивали 
корреляцию с уровнем глюкозы в крови, а обратные 
индексы приобретали корреляцию с клиническими и 
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и сахарного диабета 2-го типа.

ВЫВОДЫ

Таким образом, при ожирении по сравнению со здоровыми 
лицами значимо выше (р < 0,05) уровни лептина, аспросина, 
инсулина и ниже — уровень адипонектина. Корреляционный 
анализ показал дисбаланс в системе регуляции с 
вовлечением фактора гипоксии и формирование 
взаимосвязанных изменений в адипогенной, миогенной и 
остеогенной дифференцировке мезенхимных стволовых 

клеток. Массовый корреляционный анализ позволил 
выявить утрату протективного влияния разнообразия 
микробиоты на метаболические процессы при МНЗО. 
Дальнейшее изучение взаимосвязи микробиоты 
кишечника с жировым обменом и углеводными 
показателями позволило бы усовершенствовать в будущем 
стратегию терапии ожирения и ассоциированных с ним 
метаболических нарушений путем разработки микробиом-
ассоциированного лечения ожирения. Помимо этого, на 
основании полученных данных возможно проведение 
ранней профилактики развития метаболических 
нарушений и конверсии МЗО в МНЗО.



58

ORIGINAL RESEARCH    ENDOCRINOLOGY

BULLETIN OF RSMU   1, 2023   VESTNIKRGMU.RU| |

References

1.	 Frühbeck G, Catalán V, Rodríguez A, Gómez-Ambrosi J. 
Adiponectin-leptin ratio: A promising index to estimate 
adipose tissue dysfunction. Relation with obesity-associated 
cardiometabolic risk. Adipocyte. 2018; 7 (1): 57–62. DOI: 
10.1080/21623945.2017.1402151.

2.	 Iacobini C, Pugliese G, Blasetti Fantauzzi C, at al. Metabolically 
healthy versus metabolically unhealthy obesity. Metabolism. 
2019; 92: 51–60. DOI: 10.1016/j.metabol.2018.11.009.

3.	 Smith GI, Mittendorfer B, Klein S. Metabolically healthy obesity: 
facts and fantasies. J Clin Invest. 2019; 129 (10): 3978–89. DOI: 
10.1172/JCI129186.

4.	 Garvey WT, Garber AJ, Mechanick JI, et al. The Aace 
Obesity Scientific Committee.American association of clinical 
endocrinologists and Аmerican college of endocrinology position 
statement on the 2014 advanced framework for a new diagnosis 
of obesity as a chronic disease. Endocr Pract. 2014; 20 (9): 977–
89. DOI: 10.4158/EP14280.PS.

5.	 Graf C, Ferrari N. Metabolic Health-The Role of Adipo-Myokines. Int J 
Mol Sci. 2019; 20 (24): 6159. DOI: 10.3390/ijms20246159.

6.	 Bakhai A. Adipokines--targeting a root cause of cardiometabolic 
risk. QJM. 2008; 101 (10): 767–76. DOI: 10.1093/qjmed/hcn066. 

7.	 Doumatey AP, Bentley AR, Zhou J, Huang H, Adeyemo A, 
Rotimi CN. Paradoxical Hyperadiponectinemia is Associated 
With the Metabolically Healthy Obese (MHO) Phenotype in 
African Americans. J Endocrinol Metab. 2012; 2 (2): 51–65. DOI: 
10.4021/jem95W. 

8.	 Bluher S. Metabolically healthy obesity from childhood to 
adulthood — does weight status alone matter? Metabolism. 
2014; 63: 1084–109.

9.	 Wang HY. Plasma asprosin concentrations are increased in 
individuals with glucose dysregulation and correlated with 
insulin resistance and first-phase insulin secretion. Mediators of 
Inflammation. 2018; ID 9471583.

10.	 Amor M, Itariu BK, Moreno-Viedma V, Keindl M, Jürets A, Prager G, 
et al. Serum Myostatin is Upregulated in Obesity and Correlates 
with Insulin Resistance in Humans. Exp Clin Endocrinol Diabetes. 
2019; 127 (8): 550–6.

11.	 Staiger H, Keuper M, Berti L, Hrabe de Angelis M, Häring HU. 
Fibroblast Growth Factor 21-Metabolic Role in Mice and Men. 
Endocr Rev. 2017; 38 (5): 468–88.

12.	 Hu C, Zhang X, Zhang N, Wei WY, Li LL, Ma ZG, et al. Osteocrin 
attenuates inflammation, oxidative stress, apoptosis, and cardiac 
dysfunction in doxorubicin-induced cardiotoxicity. Clin Transl 
Med. 2020; 10 (3): e124.

13.	 Fu J, Li Y, Esangbedo IC, Li G, Feng D, Li L, et al. Circulating 
Osteonectin and Adipokine Profiles in Relation to Metabolically 
Healthy Obesity in Chinese Children: Findings From BCAMS. 
J Am Heart Assoc. 2018; 7 (23): e009169. DOI: 10.1161/
JAHA.118.009169.

14.	 Rinninella E, Raoul P, Cintoni M, Franceschi F, Miggiano GAD, 
Gasbarrini A, et al. What is the healthy gut microbiota 
composition? A changing ecosystem across age, environment, 
diet, and diseases. Microorganisms. 2019; 7 (1): 14. DOI: 
10.3390/microorganisms7010014. 

15.	 Stoma IO, Karpov IA. Mikrobiom cheloveka. Minsk: Doktor 
Dizajn, 2018; 122 s. Russian.

16.	 Bombin A, Yan S, Bombin S, Mosley JD, Ferguson JF.  Obesity 
influences composition of salivary and fecal microbiota and 
impacts the interactions between bacterial taxa. Physiological 
Reports. 2022; 10: e15254. Available from: https://doi.

org/10.14814/phy2.15254.
17.	 Aron-Wisnewsky J, Prifti E, Belda E, et al. Major microbiota 

dysbiosis in severe obesity: fate after bariatric surgery. Gut. 2019; 
68 (1): 70–82. DOI: 10.1136/gutjnl-2018-316103. 

18.	 Cotillard A, Kennedy SP, Kong LC, Edi Prifti, Nicolas Pons, 
Emmanuelle Le Chatelier, et al. Dietary intervention impact on gut 
microbial gene richness. Nature. 2013; 500 (7464): 585–8. DOI: 
10.1038/nature12480. Erratum in: Nature. 2013; 502 (7472) 580.

19.	 Everard A, Belzer C, Geurts L, et al. Cross-talk between 
Akkermansia muciniphila and intestinal epithelium controls diet-
induced obesity. Proc Natl Acad Sci USA. 2013; 110 (22): 9066–
71. DOI: 10.1073/pnas.1219451110.

20.	 Menshikov VV, redaktor. Metodiki klinicheskix laboratornyx 
issledovanij. Spravochnoe posobie. Tom 3. M.: Labora, 2009; 
880 s. Russian.

21.	 Gaponov AM, Volkova NI, Ganenko LA, Naboka YuL, Markelova MI, 
Sinyagina MN, i dr. Osobennosti mikrobioma tolstoj kishki u pacientov 
s ozhireniem pri ego razlichnyx fenotipax. Zhurnal mikrobiologii, 
ehpidemiologii i immunobiologii. 2021; 98 (2): 144–155. Dostupno 
po ssylke: https://doi.org/10.36233/0372-9311-66. Russian.

22.	 Kolesnikova IM, Gaponov AM, Ganenko LA, Volkova NI, Grigoreva TV, 
Lajkov AV, i dr. Vzaimosvyaz' soderzhaniya nejrotrofov  
kishechnogo mikrobioma pri razlichnyx metabolicheskix tipax 
ozhireniya. Zhurnal ehvolyucionnoj bioximii i fiziologii. 2022; 58 
(54): 298–310. Russian.

23.	 Yosaee S, Khodadost M, Esteghamati A, et al. Adiponectin: An 
Indicator for Metabolic Syndrome. Iran J Public Health. 2019; 48 
(6): 1106–15.

24.	 Gustafson B, Hedjazifar S, Gogg S, Hammarstedt A, Smith U. 
Insulin resistance and impaired adipogenesis. Trends Endocrinol 
Metab. 2015; 26 (4): 193–200. DOI: 10.1016/j.tem.2015.01.006.

25.	 Izquierdo AG, Crujeiras AB, Casanueva FF, Carreira MC. Leptin, 
obesity, and leptin resistance: where are we 25 years later? 
Nutrients. 2019; 11 (11): 2704. DOI: 10.3390/nu11112704.  

26.	 Yuan M, Li W, Zhu Y, et al. Asprosin: A novel player in metabolic 
diseases. Front Endocrinol (Lausanne). 2020; 11: 64. DOI: 
10.3389/fendo.2020.00064.

27.	 Ugur K, Aydin S. Saliva and blood asprosin hormone concentration 
associated with obesity. Int J Endocrinol. 2019; 2019: 2521096. 
DOI: 10.1155/2019/2521096. 

28.	 Elisha B, Karelis AD, Imbeault P, et al. Effects of acute 
hyperinsulinaemia on total and high-molecular-weight adiponectin 
concentration in metabolically healthy but obese postmenopausal 
women: a Montreal-Ottawa New Emerging Team (MONET) 
study. Diabetes Metab. 2010; 36 (4): 319–21. DOI: 10.1016/j.
diabet.2010.03.004.

29.	 Ung UJ, Choi M-S. Obesity and its metabolic complications: 
the role of adipokines and the relationship between obesity, 
inflammation, insulin resistance, dyslipidemia and nonalcoholic 
fatty liver disease. International Journal of Molecular Sciences. 
2014; 15 (4): 6184–223.  Available from: https://doi.org/10.3390/
ijms15046184111,112.

30.	 Jamar G, Caranti DA, de Cassia Cesar H, et al. Leptin as 
a cardiovascular risk marker in metabolically healthy obese: 
Hyperleptinemia in metabolically healthy obese. Appetite. 2017; 
108: 477–82. DOI: 10.1016/j.appet.2016.11.013. 

31.	 Fu J, Li Y, Esangbedo IC. et al. Circulating osteonectin and 
adipokine profiles in relation to metabolically healthy obesity in 
chinese children: findings from BCAMS. J Am Heart Assoc. 2018; 
7 (23): e009169. DOI: 10.1161/JAHA.118.009169.

study. Diabetes Metab. 2010; 36 (4): 319–21. DOI: 10.1016/j.
diabet.2010.03.004.

29.	 Ung UJ, Choi M-S. Obesity and its metabolic complications: 
the role of adipokines and the relationship between obesity, 
inflammation, insulin resistance, dyslipidemia and nonalcoholic 
fatty liver disease. International Journal of Molecular Sciences. 
2014; 15 (4): 6184–223.  Available from: https://doi.org/10.3390/
ijms15046184111,112.

30.	 Jamar G, Caranti DA, de Cassia Cesar H, et al. Leptin as 
a cardiovascular risk marker in metabolically healthy obese: 
Hyperleptinemia in metabolically healthy obese. Appetite. 2017; 
108: 477–82. DOI: 10.1016/j.appet.2016.11.013. 

31.	 Fu J, Li Y, Esangbedo IC. et al. Circulating osteonectin and 
adipokine profiles in relation to metabolically healthy obesity in 
chinese children: findings from BCAMS. J Am Heart Assoc. 2018; 
7 (23): e009169. DOI: 10.1161/JAHA.118.009169.



59

МНЕНИЕ    ФАРМАЦЕВТИКА

ВЕСТНИК РГМУ   1, 2023   VESTNIKRGMU.RU| |

Gaydin TY1,2, Geller EV2, Rozhnova SA, Gaydina TA2

MAIN STATE INDUSTRIAL POLICY MEASURES FOR THE PHARMACEUTICAL INDUSTRY 
OF THE RUSSIAN FEDERATION
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Т. Ю. Гайдин1,2, Е. В. Геллер2, С. А. Рожнова2, Т. А. Гайдина2

ОСНОВНЫЕ МЕРЫ ГОСУДАРСТВЕННОЙ ПРОМЫШЛЕННОЙ ПОЛИТИКИ В ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ 
ОТРАСЛИ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ

Ввиду изменений в современном мире необходимо развитие отечественной фармацевтической отрасли, что особенно актуально при проведении 

политики импортозамещения. В работе классифицированы основные меры промышленной политики государства в фармацевтической отрасли: 

информационно-консультационные, научно-технические, инновационные и экономические. Для каждой группы мер промышленной политики 

рассмотрены практические действия и их возможные последствия: стимулирование внутреннего потребления, регулирование импорта, стимулирование 

и поддержка экспорта, стимулирование технологического развития, государственно-частное партнерство, поддержка развития межотраслевых 

территориально-производственных комплексов (кластеров), прямая государственная поддержка инвестиций, налоговые инвестиционные стимулы.
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Российская фармацевтическая отрасль

Производство лекарственных средств (ЛС) всегда было 
инвестиционно-привлекательной отраслью российской 
экономики для фармацевтических компаний, так как 
российский рынок один из самых крупных и растущих 
рынков ЛС в мировой экономике. Объем коммерческого 
рынка ЛС за период июнь 2021 г. — июнь 2022 г. составил 
около 1,3 триллионов рублей. Объем коммерческого 
рынка лекарств по итогам первого полугодия 2022 г. 
относительно аналогичного периода 2021 г. в рублевом 
эквиваленте вырос на 29,2% [1]. Фармацевтическая 
отрасль экономики имеет стратегическое значение, 
поскольку здоровье населения зависит от своевременного 
обеспечения качественными ЛС и не может быть 
критически зависимым от импорта. За последние 9 лет в 
России открыты 62 фармацевтические производственные 
площадки, запущены 16 заводов, в настоящий момент 
работают более 500 предприятий фармацевтической 
промышленности, которые обеспечивают стабильное 

производство ЛС в условиях санкций, однако этого 
недостаточно для развития конкуренции и необходимо 
проведение промышленной политики, направленной 
на развитие фармацевтического рынка [2]. В России 
основными лидирующими игроками остаются зарубежные 
компании, специализирующиеся не только в области 
коммерции и продвижения, но и в разработке и 
производстве фармацевтической продукции: Отисифарм, 
Bayer, Stada, GlaxoSmithKline, Sanofi [3].

Учитывая существующие на сегодняшний день 
политические и эпидемиологические условия, а также 
значительное превосходство зарубежных компаний в 
фармацевтической отрасли, промышленная политика 
является важным конструктивным инструментом для 
российской экономики. Импортозамещение показало 
себя недостаточно эффективным и затратным в период 
начальной адаптации [4]. 

В статье определены меры промышленной политики, 
включающие информационно-консультационные, научно-
технические, инновационные и экономические.
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Меры промышленной политики

В настоящее время в России применяют меры 
промышленной политики, в том числе в фармацевтической 
отрасли, которые разработаны с учетом сложившихся 
политических и эпидемиологических обстоятельств 
(см. таблицу) [5, 6].

Кроме вышеперечисленных мер промышленной 
политики, необходимо проводить кадровую политику, 
поскольку в фармацевтической промышленности 
конкурентоспособные кадровые ресурсы обеспечивают 
экономическую устойчивость предприятий. Навыки, 
профессиональная подготовка и квалификация 
работников способствуют повышению эффективности 
производства. Спрос на высококвалифицированный 
персонал давно превысил предложение, ситуация на 
рынке труда характеризуется значительной нехваткой 
рабочей силы [7].

Согласно нормативным документам продажа ЛС в 
иностранной упаковке на территории РФ возможна до 
31 декабря 2023 г. при условии наличия русскоязычной 
маркировки [8]. Кроме того, поставщики ЛС обязаны 
предупреждать за 6 месяцев об уходе с фармацевтического 
рынка [9]. 

Стимулирование внутреннего потребления было 
проанализировано в одном из исследований по совместным 
закупкам ЛС в странах с низким и средним уровнем 
дохода [10]. Авторы изучали структуру фармацевтических 
рынков в Индии (штат Кер-Ала), Филиппинах, Сенегале, 
Сербии, Южной Африке (подгруппа штатов Квазулу-
Натал, Северо-Западный Кейп и Восточный Кейп), Тунисе 
и Замбии. База исследуемых данных по закупкам ЛС в 
период с 2015 по 2017 г. включала 16 терапевтических 
областей с 40 ЛС, большинство из которых — дженерики. 
По результатам работы определены две закономерности. 
Во-первых, повышенный спрос на ЛС, произведенные в 
регионах с низким и средним уровнем дохода, укрепляет 
позиции компаний — производителей ЛС как получателей 
государственных закупок. Во-вторых, централизованные 
закупки осуществляются в больших объемах, что 
позволяет правительствам получать скидки на крупные 
заказы. Таким образом, крупные централизованные 
закупки фармацевтических препаратов в государственном 
секторе приводят к снижению цен [10]. Стимулировать 
внутреннее потребление отечественных препаратов 
можно, если: население страны имеет доступ ко всем 
необходимым ЛС; промышленные предприятия имеют 

достаточное количество мощностей и человеческих 
ресурсов; поддержка своих производителей не наносит 
критического ущерба экономике в целом. 

В противном случае для снижения цен необходимо 
регулировать импорт ЛС. Например, в США закупка 
рецептурных препаратов составляет 10% от общих 
расходов на здравоохранение, объем продаж рецептурных 
препаратов в 2016 г. составил более 448 млрд долларов. 
Исследование, проведенное фондом семьи Кайзер (Kaiser 
Family Foundation), показало следующие средние годовые 
расходы бенефициаров программы Medicare в 2019 г. 
на ЛС, используемые при различных гематологических 
злокачественных заболеваниях: венетоклакс — 8712
долларов в год, иматиниб — 8983 доллара в год, 
акалабрутиниб — 10 175 долларов в год, мидостаурин — 
11 830 долларов в год и леналидомид — 14 461 доллар в год. 
Как потребители, так и политики подчеркнули значительные 
различия в стоимости ЛС в США и в других промышленно 
развитых странах. Многие из этих препаратов являются 
новыми и еще не подвержены ценовому давлению 
дженериков или биоаналогов. Предложено разрешить 
дополнительный крупномасштабный импорт ЛС для 
снижения потребительских цен из следующих стран: 
Австралия, Канада, Израиль, Япония, Новая Зеландия, 
Швейцария, Южная Африка, государства-члены ЕС и 
государства-члены Европейской экономической зоны [11]. 

В Европе, США и в других странах с сильным патентным 
законодательством не допускается конкурирующим 
производителям выпускать непатентованные лекарства 
или биоаналоги, даже если они предназначены только 
для экспорта в страну, где соответствующие патенты не 
действительны, получены или истекли. Такая ситуация 
стимулирует производителей дженериков систематически 
расширять свои производственные мощности на 
потенциальных экспортных рынках, а не в Европе или 
США в ожидании истечения срока действия патентов. 
Ожидается, что непродление патентных прав в других 
странах принесет ряд преимуществ европейскому рынку, 
включая дополнительный экспорт на сумму около 1 млрд 
долларов в год и около 25 000 новых рабочих мест [12]. 
В России правовая защита патентообладателя в области 
фармацевтической разработки соблюдена на уровне 
международных норм. Однако патентное право не всегда 
согласуется с такими факторами, как безопасность 
государства, охрана жизни и здоровья граждан, 
общественное благосостояние и развитие технического 
прогресса. Поэтому государство предусматривает 

Таблица. Меры промышленной политики и инструменты государственной поддержки. (По данным: Калинин А. Построение сбалансированной промышленной 
политики: вопросы структурирования целей, задач, инструментов. Вопросы экономики. 2012; (4): 132–146.)

№ Меры промышленной политики Инструменты государственной поддержки

1 Стимулирование потребления отечественных ЛС Государственные закупки продукции отечественных предприятий

2 Регулирование импорта ЛС Нетарифное регулирование импорта, технологические барьеры

3 Стимулирование и поддержка экспорта ЛС
Налоговые льготы по экспортируемой продукции, упрощенные 
таможенные процедуры

4 Стимулирование технологического развития Ресурсное обеспечение инновационно-технологического развития

5 Государственно-частное партнерство Совместные предприятия

6
Поддержка развития межотраслевых 
территориально-производственных комплексов (кластеров)

Организационная и финансовая поддержка формирования 
и развития кластеров  
Организация сотрудничества между образовательными и научными 
учреждениями, производителями и отраслевыми организациями

7 Прямая государственная поддержка инвестиций
Субсидирование процентной ставки или затрат, снижение требований 
к депозиту, иные преференции

8 Налоговые инвестиционные стимулы Льготы
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