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В настоящее время накоплен обширный  
материал по этиологии и патогенезу, диагно-
стике и лечению, роли лимфатической систе-
мы при лимфатических отеках конечностей, 
которые являются одной из распространенных  
патологий лимфатической системы [1, 2].

В последние годы выявлены изменения 
гуморального и клеточного иммунитета при 
возникновении лимфатических отеков конеч-
ностей [3, 4, 5], появились новые методы лече-
ния, связанные с применением аутологичных 
лимфоцитов [6], отдельных цитокинов [7, 8]. 
Между тем, в патогенезе лимфатических оте-
ков конечностей не обозначена роль лимфоци-
тов, неизвестен их субпопуляционный состав  
и метаболизм в месте протекания патологиче-
ского процесса и на уровне целостного орга-
низма. 

В настоящее время накоплены некоторые 
данные по использованию оптико-структур-
ного машинного анализа (ОСМА) ДНК для 
анализа лимфоидной системы в норме и при 
патологии [9, 10]. Несмотря на это, при лим-
фатических отеках конечностей и их лечении 
ОСМА ДНК лимфоцитов проведен не был. 
Все вышесказанное и определило цель данной 
работы – провести ОСМА ДНК лимфоцитов 
больных лимфедемой нижней конечности до и 
после консервативного лечения.

Материалы и методы
Больные наблюдались в клинике ГУ НИИ 

клинической и экспериментальной лимфоло-
гии СО РАМН сотрудниками лаборатории опе-
ративной лимфологии. Под наблюдением нахо-
дилось 32 женщины с лимфедемой нижней 

конечности. Возраст больных колебался от 53 до 
61 года, со средней продолжительностью отека  
4,35 года. У 40,6% исследуемых наблюдали отек 
правой, у 59,4% – отек левой конечности. В 
качестве контроля служили 25 находящихся 
на обследовании в клинике и признанные на  
момент взятия крови здоровыми женщин сход-
ного возраста.

Всем больным проводилось консервативное 
лечение. Базовый курс терапии включал в себя 
прием венотоников (Детралекс, Троксевазин) в 
общепринятой дозе, проведение пневмомассажа 
конечностей с помощью аппарата «Лимфа – Э»  
с компрессией до 60 мм рт. ст. в режиме  
«бегущей волны» в течение 45 минут один раз 
в сутки. В качестве десенсибилизирующей  
терапии больным назначался диазолин по 
одной таблетке на ночь.

У больных выполняли общепринятые стан-
дартные лабораторные и биохимические тесты, 
а также реолимфовазографию, ультразвуковое 
исследование мягких тканей, импедансоме-
трию, тепловизионное исследование конеч-
ностей. Исследования проводились в соответ-
ствии с этическими нормами Хельсинкской 
декларации (2000).

У больных лимфатическими отеками до и 
после лечения был проведен оптико-струк-
турный машинный анализ ДНК лимфоцитов  
крови. Параметры ДНК в лимфоцитах опреде-
ляли на уровнях: донор – больной до лечения –  
больной после лечения. Кровь доноров и боль-
ных забирали в утренние часы.

Лимфоциты крови окрашивали в мазках ве-
нозной крови по Фельгену в модификации [11].  
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Мазки фиксировали в метаноле в течение  
5 минут. Затем проводили гидролиз в 5 н HCl 
при температуре 250C в течение 20 минут.  
Далее препараты переносили на 2 часа в реак-
тив Шиффа (1 г основного фуксина для фук-
синсернистой кислоты растворяли в кипящей 
дистиллированной H2O, добавляли 2 г метаби-
сульфита натрия или калия и 20 мл 1 н HCl) 
при комнатной температуре в темноте. Затем 
мазки споласкивали три раза по 2 минуты в 
сернистой воде (5 мл 10% раствора метабисуль-
фита натрия или калия, 5 мл 1 н HCl, Н2О до  
100 мл). Далее мазки промывали в дистиллиро-
ванной воде, высушивали и микроскопировали. 
В мазке крови подсчитывали 150–200 клеток.

Измерения оптико-структурных параметров 
ДНК проводились на сканирующем микроскопе- 
фотометре «Люмам ПМ-11» (ЛОМО), соеди-
ненном с компьютером IBM PC. Для анализа 
изображений использовался пакет собственных 
программ, разработанный сотрудниками лабо-
ратории иммуноморфологии ГУ НИИ клини-
ческой и экспериментальной лимфологии СО 
РАМН И.Б. Беланом, н.с. Н.Л. Козырь [9].

Определяли следующие оптико-структур-
ные параметры ДНК: периметр (DL; мкм), 
площадь (DP; мкм2), интегральную оптическую 
плотность (количество ДНК) (DI; условные 
единицы прибора) ДНК. Клетки, находящиеся 
в разных фазах клеточного цикла, оценивались 
при помощи предложенного Г.И. Козинцом 
и соавторами анализа двумерного распреде-
ления количества и оптической плотности  
ДНК [10].

В работе использовали общепринятые  
статистические методы. Достоверность разли-

чий оценивали по непараметрическому крите-
рию Вилкоксона-Манна-Уитни. Информатив-
ность оценивалась количественным методом 
Кульбака [12].

Результаты и обсуждение
В лимфоцитах крови больных лимфатиче-

скими отеками нижней конечности наблюда-
лись следующие изменения параметров ДНК 
(табл. 1). Площадь ядра (DP) была достоверно 
увеличена у больных до лечения (по сравнению 
с контролем). После лечения этот показатель 
остается повышенным (по сравнению с конт-
ролем), но не отличается от такового у больных 
до лечения. 

Интегральная оптическая плотность (DI), 
характеризующая содержание ДНК в ядре 
клетки, была повышена у первичных больных  
(по сравнению с контролем), после лечения 
этот параметр несколько понижается по срав-
нению с таковым до лечения, не достигая кон-
трольных величин. 

Не остается постоянным при лимфатиче-
ских отеках нижней конечности и количество 
клеток, находящихся в разных фазах клеточно-
го цикла. Так, количество клеток, находящихся 
в G0-фазе клеточного цикла, уменьшается, а 
процент клеток, находящихся в S-фазе клеточ-
ного цикла у больных увеличивается, при этом 
после проведения курса терапии различия с 
контролем становятся достоверными (табл. 2).

Была подсчитана информативность пара-
метров ОСМА, данных реолимфовазографии в 
оценке «здоровье – болезнь» и в оценке эффек- 
тивности лечения больных лимфатическими 
отеками нижней конечности. 

Следует отметить, что у больных лимфати-

Таблица 1 
Основные параметры ОСМА ДНК лимфоцитов больных лимфатическими отеками нижней конечности (M ± m)

Группа

Контроль

Больные до лечения

Больные после лечения

Примечания: * – достоверное отличие от контроля.

DL (мкм)

19,22 ± 0,54

20,49 ± 0,97

20,61 ± 0,90

DP (мкм2)

18,38 ± 0,60

23,07 ± 2,40*

23,8 ± 2,10*

DI (усл. ед. прибора)

6,52 ± 0,08

6,91 ± 0,08*

6,74 ± 0,09

Таблица 2 
Процент клеток, находящихся в различных фазах клеточного цикла больных лимфатическими отеками 

нижней конечности («местная реакция») (M ± m)

Группа

Контроль

Больные до лечения

Больные после лечения

G0

53,6 ± 1,64

47,5 ± 4,38

45,3 ± 4,59*

G1

26,6 ± 3,50

28,3 ± 2,85

24,8 ± 2,80

S

19,8 ± 3,80

23,3 ± 4,70

29,7 ± 3,61*
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шено по сравнению со здоровыми людьми. Это 
может быть связано с перераспределением у 
больных клеток разного класса, и/или с изме-
нением интенсивности процессов пролифера-
ции, дифференцировки, миграции, апоптоза, 
играющих большую роль в жизнедеятельности 
иммунокомпетентных клеток. На активность 
данных процессов может оказывать влияние 
появление у таких больных в интерстиции  
веществ различных классов. Хорошо известно, 
что на начальных этапах протекания лимфа-
тического отека в интерстиции прогрессирует 
образование кислых и нейтральных мукопо-
лисахаридов, протеинов, жиров и других кол-
лоидных частиц с большим молекулярным  
весом. Происходит скопление в тканях фиб-
рина, затрудняющего всасывание в лимфати-
ческих капиллярах, возможна задержка бакте-
рий в тканях. Нарушение водного и белкового  
обмена приводит к разрастанию соединительной  

ческими отеками нижней конечности высоко- 
информативными для характеристики процесса  
«здоровье – болезнь», наряду с параметрами рео- 
лимфовазографии, являются некоторые пара-
метры ОСМА (процент клеток, находящихся в 
различных фазах клеточного цикла) (табл. 3).

В оценке эффективности лечения парамет-
ры реолимфовазографии имеют большее зна-
чение. Информативность параметров ОСМА 
ДНК лимфоцитов низка (табл. 4).

Таким образом, оценены параметры ОСМА 
ДНК лимфоцитов больных лимфатическими 
отеками нижней конечности. Определена ин-
формативность этих параметров и параметров 
реолимфовазографии в оценке лимфатиче-
ских отеков нижней конечности как на уровне  
«здоровье – болезнь», так и на уровне «до лече-
ния – после лечения».

Содержание ДНК в лимфоцитах больных 
лимфатическими отеками конечностей повы-

Таблица 3 
Информативность параметров ОСМА, данных реолимфовазографии в оценке «здоровье - болезнь» больных 

лимфатическими отеками нижней конечности

Параметр

Скорость оттока лимфы

Количество клеток, находящихся в S-фазе клеточного цикла

Объем лимфооттока

Объем венозного оттока

Количество клеток, находящиеся в G1-фазе клеточного цикла

Скорость оттока в вены

Сопротивление венозному оттоку

DL

Сопротивление лимфооттоку

DI

Информативность

1,51

0,60

0,52

0,45

0,41

0,40

0,36

0,18

0,15

0,12

Таблица 4 
Информативность параметров ОСМА, данных реолимфовазографии в оценке «болезнь - лечение» больных 

лимфатическими отеками нижней конечности

Параметр

Объем лимфооттока

Скорость лимфооттока

Скорость венозного оттока

Объем венозного оттока

Сопротивление лимфооттоку

Сопротивление венозному оттоку

Количество клеток, находящихся в G0-фазе клеточного цикла

Количество клеток, находящихся в G1-фазе клеточного цикла

Количество клеток, находящихся в S-фазе клеточного цикла

DL

DP

DI

Информативность

0,71

0,55

0,50

0,36

0,35

0,17

0,17

0,16

0,14

0,14

0,13

0,13
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ткани с последующим гиалинозом и склеро-
зом. На этом фоне возникает благоприятная 
обстановка для развития инфекционного про-
цесса [13]. Возможно, изменение содержания 
ДНК происходит под влиянием этих продуктов  
нарушенного белкового, водного и углеводно-
го обмена и происходящих при этом процес-
сах. Работы о взаимоотношении лимфоцитов и  
составляющих экстраклеточного вещества име-
ются. Так, было показано, что наряду с молеку-
лами клеточной поверхности, лимфоцит может 
взаимодействовать с основными компонента-
ми внеклеточного матрикса через рецепторы 
лимфоцитов для него [14]. Имеются данные о 
влиянии веществ внеклеточного матрикса и на 
морфогенетические процессы лимфоцитов [15, 
16]. Таким образом, изменение содержания 
ДНК в лимфоцитах при нарушенном микро-
окружении кажется вполне вероятным.

Итак, нами были приведены данные опти-
ко-структурного машинного анализа ДНК 
лимфоцитов крови здоровых доноров и боль-
ных лимфедемой нижней конечности. Найде-
ны различия этих показателей у больных до и  
после лечения и здоровых людей. Обнаружен-
ные изменения параметров ОСМА ДНК лим-
фоцитов регистрировались на фоне проведения 
консервативной терапии больных, положитель-
ный эффект которой был подтвержден дан-
ными клинического обследования. Выявлена  
информативность параметров ОСМА и данных 
реолимфовазографии. Показана значимость их 
изучения для характеристики лимфоцитов кро-
ви больных лимфатическими отеками.
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OPTICO-STRUCTURAL MACHINE ANALYSIS OF LYMPHOCYTE DNA IN PATIENTS WITH LYMPHEDEMA 
OF LOWER EXTREMITY

Margarita Vladimirovna ROBINSON1, Andrey Ivanovich SHEVELA2, Valeriy Alekseevich TRUFAKIN1

1SI Institute of Clinical and Experimental Lymphology SB RAMS
4, Ac.Timakov str., Novosibirsk, 630117

2Centre of New Medical Technology, corresponding member of RANS 
25/4, Pirogova str., Novosibirsk, 630090

Optico-structural machine analysis of lymphocyte DNA in patients with lymphedema of lower extremity receiving a co-
urse of therapeutic treatment has been carried out. The changes in DNA content in health and patients and in patients 
after treatment have been observed. The meaning of study of lymphocyte blood DNA in the estimation of pathological 
process of lymphatic system has been revealed.
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