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Цель: изучить влияние детергентного и ферментного способов децеллюляризации на структуру и биомехани-
ческие свойства сосудистого экстрацеллюлярного матрикса брахиоцефальных артерий. Материал и методы: 
фрагменты артерий децеллюляризировали детергентами или трипсином, после чего отмывали и исследова-
ли гистологическими и физическим методами. Результат и обсуждение. Детергентный метод является более 
эффективным для удаления клеточного содержимого сосудистой стенки, при котором сохраняется исходная 
механическая прочность и пространственная структура соединительнотканного каркаса сосуда.
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Облитерирующие заболевания артерий ниж-
них конечностей и коронарных артерий при 
ишемической болезни сердца нередко требуют 
проведения реконструктивно-восстановитель-
ного хирургического лечения. Большинство 
процедур, используемых для лечения сердеч-
но-сосудистых заболеваний, связаны с имплан-
тацией сосудистого трансплантата. Среди них 
шунтирование коронарных артерий для ревас-
куляризации миокарда, периферическое шун-
тирование для реваскуляризации конечности и 
создание артериовенозных фистул при диализе. 
Наилучшим образом для этого подходят аутосо-
суды пациента. Однако в значительном процен-
те случаев собственного реконструктивного ма-
териала пациента недостаточно, что приводит к 
использованию синтетических протезов различ-
ных модификаций [6]. Случается, что в опреде-
ленных ситуациях их использование сопряжено 
с опасностью возникновения тромбоза сосудис-
того протеза, инфекционных осложнений [16]. 
Отдельной задачей на сегодняшний день стоит 
создание сосудистого протеза, способного под-
вергаться ремоделированию, это особенно важ-
но для детской кардиохирургии. Использование 
таких протезов позволит сократить число пов-
торных операций у пациентов детского возрас-

та, поскольку такие аллографты будут способны 
расти по мере взросления пациента [13]. 

Ткане-инженерные сосудистые протезы, из-
готовленные на основе аллогенного донорского 
материала, на наш взгляд, могут стать хорошей 
альтернативой для протезов из искусственных 
материалов. Данные современных исследова-
ний показали, что использование в качестве 
биологических протезов соединительноткан-
ных каркасов, полученных путем децеллюля-
ризации, имеют очевидное преимущество перед 
протезированием «живыми» тканями и органа-
ми [5]. В процессе создания идеального ткане-
инженерного сосуда важным этапом становит-
ся необходимость максимально полно удалить 
клетки из исходного донорского материала, 
при этом нарушение структурной и пространс-
твенной целостности соединительнотканного 
каркаса должно быть минимальным. Удаление 
жизнеспособных клеток донора, а также час-
тей разрушенных клеточных стенок приводит к 
значительному снижению иммуногенности им-
плантата и, следовательно, к снижению риска 
постимплантационного воспаления, некробиоза 
и других дегенеративных процессов, запускае-
мых иммунокомпетентными клетками пациента 
[19].
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Соединительнотканные каркасы представ-
ляют собой сложную пространственно-ориен-
тированную систему структурных и функцио-
нальных белков экстрацеллюлярного матрикса 
(ЭЦМ), составляющих механическую основу 
ткани. Компоненты ЭЦМ, а это в основном кол-
лаген и эластин, не имеют видоспецифичности 
и идентичны у большинства видов млекопи-
тающих [7]. В настоящее время используются 
различные способы децеллюляризации биоло-
гического материала, каждый из которых име-
ет свои сильные и слабые стороны [8]. Так, по 
описанию в литературе, для децеллюляризации 
сосудистых и клапансодержащих аллографтов 
(легочный ствол, аорта) чаще других исполь-
зуют ферментные и детергентные способы [10, 
14,17].

Целью нашей работы являлось изучение 
влияния детергентного и ферментного способов 
децеллюляризации на структуру и биомехани-
ческие свойства сосудистого ЭЦМ на основе 
фрагментов брахиоцефальных артерий.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Материалом исследования послужили 30 
фрагментов брахиоцефальных артерий (БЦА), 
полученных из секционного материала с исполь-
зо ванием «чистого», но не стерильного способа  
забора. Время теплой ишемии составляло 13 ± 2 ч, 
общий период отсутствия кровообращения до-
стигал 18 ч. Критерии забора тканей, противо-
показания и параметры выбраковки были опре-
делены согласно рекомендациям Европейской 
ассоциации банков тканей [11].

После процедуры микродиссекции получен-
ные сосудистые аллографты помещали в рас-
твор «лечения» на основе питательной среды 
RPMI-1640 (Биолот, Санкт-Петербург) с добав-
лением комплекса антимикробных препаратов 
широкого спектра действия в цитотоксических 
дозировках [11]. Через 48 ч аллографты ополас-
кивали в фосфатном буфере с pH 7,4 и перено-
сили в растворы для децеллюляризации.

Первая группа графтов БЦА (n = 10) была 
обработана детергентным способом согласно 
[14], вторая группа (n = 10) − ферментным спо-
собом согласно [17] с некоторыми нашими мо-
дификациями [1]. В качестве контроля (группа 
3, n = 10) использовали размороженные крио-
сохраненные фрагменты брахиоцефальных ар-
терий.

Морфологическое исследование материала 
проводили по завершении процедуры децеллю-
ляризации. Для этого с помощью ротационного 
микротома Microm HM340Е (Carl Zeiss, Герма-

ния) получали серийные срезы толщиной 5 мкм, 
которые окрашивали гематоксилин-эозином. 
Для мечения ядерного материала использовали 
DAPI. Аппаратное обеспечение: микроскопы 
Axio vert 200M с видеокамерой Axiocam HRc и 
Axio skop 40FL с видеокамерой Axiocam MRc, 
комп лект программного обеспечения Axiovision 
4.7 (Carl Zeiss, Германия).

Тензометрические испытания проводили со-
гласно рекомендациям М.Б. Васильевой с соавт. 
[1]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

При микроскопическом анализе образцов 
стенки БЦА в группе 1, окрашенных гематокси-
лином-эозином, ядра или какие-либо другие 
клеточные элементы не определялись (см. рису-
нок), при этом базальная мембрана была прак-
тически полностью сохранена и четко визуали зи-
рована. В группе 2 в образцах остаточный ядер-
ный материал не визуализировался, базальная 
мембрана была значительно фрагментирова на, а 
местами вообще отсутствовала. Кроме того, от-
мечалось разволокнение и набухание тка  невых 
элементов.

Указанная тенденция была подтверждена 
также окраской ядерного материала препаратов 
с помощью DAPI. В группе 2 ядерный материал 
отсутствовал, волокна соединительнотканного 
каркаса были значительно изменены по своей 
конфигурации и взаимоориентации. В группе 
1 при обработке детергентным способом ком-
поненты экстрацеллюлярного матрикса практи-
чески не изменены. Сохранены упорядоченная 
структура и сетчатое расположение волокон, 
идентичное контролю. 

Полученные данные проведенного физи-
ко-механического исследования показали, что 
средние значения максимальной разрушающей 
нагрузки в группах контроля и детергентной 
обработки значимо не различались, в то время 
как в группе с обработкой трипсином показате-
ли прочностных характеристик были значитель-
но ниже контрольных. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Замена поврежденного участка сосудистого 
русла – широко используемый метод в сердеч-
но-сосудистой хирургии. На сегодняшний день 
перспективной альтернативой для синтетичес-
ких протезов являются ткане-инженерные со-
судистые протезы на основе биодеградируемой 
матрицы [13]. На наш взгляд, использование 
уже существующей натуральной соединитель-
нотканной матрицы не менее перспективно для 
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работ по их дальнейшему заселению клетками 
и формированию ткане-инженерного сосудис-
того аллографта. 

Многие авторы в своих работах используют 
ферментный способ децеллюляризации биоло-
гической ткани с ее дальнейшим процессингом 
как основной [3, 4, 17, 18]. Однако согласно ре-
зультатам наших исследований, децеллюляри-
зация ферментным способом имеет существен-
ные недостатки. Так, в погоне за полной эли-
минацией остатков ядерного материала клеток 
дальнейшее увеличение концентрации трипси-
на и сроков экспозиции в растворе приводило 
к значительным повреждениям соединительной 
ткани, которые могли быть выявлены не только 
гистологическими методами и тензометричес-
кими испытаниями, но и при обычном визу-
альном контроле. Наши данные согласуются с 
работами других авторов [9].

Важно отметить, что использование детер-
гентов требует тщательной процедуры отмыв-
ки, так как они являются известными клеточны-
ми токсинами [12]. 

Данные по тензометрическим исследовани-
ям фрагментов брахиоцефальных артерий ана-
логичны выводам наших предыдущих испыта-
ний клапансодержащих фрагментов легочных 
стволов и аорт [1, 2]. Сохранение механической 
прочности матриксов сосудистых аллографтов, 
обработанных детергентным способом, способ-
но обеспечить более адекватное сопротивление 
гемодинамической нагрузке в условиях физио-
логической циркуляции и будет способствовать 
увеличению срока службы сосудистого протеза 
нового поколения. 

Немаловажным остается решение вопроса о 
предотвращении тромбоза мелких сосудов, ведь 
именно эта проблема выходит на первый план 
при работе как с искусственными тканями, так 
и с ксенопротезами [15]. Заселение внутрисо-
судистой поверхности децеллюляризированной 
матрицы эндотелиальными клетками позволит 
решить эту проблему. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, децеллюляризация фрагмен-
тов брахиоцефальных артерий детергентным 
способом (сочетание натрия дезоксихолата и 
натрия додецилсульфата) является более эф-
фективным методом удаления клеток из ткани 
в сравнении с ферментным способом. Полу-
ченные таким способом соединительнотканные 
матрицы по своим морфологическим и физико-
механическим характеристикам пригодны для 
проведения дальнейших культуральных работ 
по заселению новыми клетками.
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В настоящее время in vitro достигнуты зна-
чительные успехи в индустрии дифференци-
ровки и созревания стромальных стволовых 
клеток (ССК) в различных направлениях. Тем 
не менее добиться реализации необходимого 
потенциала стромальных прекурсоров in vivo 
гораздо труднее. Направить потенциал ССК по 
остеогенному пути и создать специфическое 
микроокружение во многих случаях позволя-
ет scaffold-технология, носителем которой для 
костной ткани являются кальцийфосфатные 
(КФ) материалы [4]. 

Различные образцы КФ материалов, в зависи-
мости от физико-химических свойств (степень 
кристалличности и пористости, растворимость, 
шероховатость поверхности и т. д.), обладают 
разной способностью поддерживать костеобра-
зование. Имплантаты с КФ покрытием активно 
используются при экспериментальном и клини-
ческом остеосинтезе [3]. Однако до сих пор не 
удалось найти ключевое сочетание структуры, 
толщины и скорости растворения покрытия для 
реализации остеогенного потенциала ССК.

Предполагают, что для проявления остеоин-
дуктивных свойств КФ поверхности необходи-
мо, чтобы она имитировала структуру костной 
ткани, т. е. имела поры, диаметр которых дол-
жен быть сравним с диаметром остеонов. При 
меньшем или большем размере пор рост кости 
практически отменяется [6]. 

Другим свойством искусственных поверх-
ностей, влияющим на адгезию, миграцию и ос-
теогенную дифференцировку стромальных кле-
ток, является шероховатость. Получены доказа-
тельства того, что КФ поверхность, даже без 
наличия макропор, способствует прилипанию 
ССК и поверхностному остеогенезу. На покры-
тиях, выполненных из оксида титана, кость из 
столбика костного мозга не образуется [7].

Не менее важным в этом процессе является 
содержание в КФ материалах таких компонен-
тов, как гидроксилапатит (Ca5(PO4)3OH, ГАП) и 
трикальцийфосфат (Ca3(PO4)2, ТКФ) в соотно-
шении 7:3. Если оно меняется, то процесс обра-
зования кости тормозится [5]. 

Целью проведенной работы явилось изуче-
ние влияния фазового состава искусственных 
кальцийфосфатных поверхностей, полученных 
по одной технологии, на остеогенную диффе-
ренцировку стромальных стволовых клеток in 
vivo на имплантатах с фиксированным диапа-
зоном шероховатости. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В качестве модельных имплантатов приме-
няли пластины из титана марки ВТ1.0 (диаметр 

12 мм, толщина 1 мм), несущие двусторонние 
шероховатые КФ покрытия. Покрытия (пока-
затель шероховатости Ra в области 2–3 мкм) 
наносили на металлическую подложку с помо-
щью модификаций способа анодно-искрового 
(микродугового) оксидирования и состава элек-
тролита [2, 9]. 

Состояние поверхности оценивали по зна-
чениям параметров вертикальных неровнос-
тей профиля с помощью измерительной систе-
мы Talysurf 5-120 (разрешающая способность 
10 нм). Определяли Ra (мкм) – показатель ше-
роховатости в пределах нескольких длин учас-
тков измерений согласно ГОСТ 2789-73.

Оценку адгезии кальцийфосфатного покры-
тия к подложке проводили «методом отрыва» 
на испытательной машине Instron-1185. Толщи-
на покрытий была измерена с помощью микро-
метра МК-25. 

Для определения фазового состава покры-
тий применялся рентгенофазовый анализ, вы-
полненный с помощью дифрактометра Shimad-
zu XRD-7000 (Япония). Интерпретация дифрак-
тограмм проводилась на основе базы данных 
International Center for Diffraction Data (ICDD). 
Элементный состав покрытий определяли ме-
тодом энергодисперсионной спектроскопии на 
электронном микроскопе Hitachi S5500 (Япо-
ния).

В биологической части экспериментов ис-
пользовали 35 мышей-самцов линии CBA/
CaLac из коллекционного фонда НИИ фарма-
кологии СО РАМН (Томск). Имплантаты вво-
дили 21 животному, 14 мышей служили ис-
точником столбика сингенного костного мозга, 
выделяемого из бедренной кости. Исследования 
выполняли с согласия локального этического 
комитета Сибирского государственного меди-
цинского университета (заключение № 1923 от 
28.03.2011), согласно нормам Хельсинкской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциации, 
приказу Минздрава СССР № 577 от 12.08.77 
«Правила проведения работ с использованием 
экспериментальных животных». 

Животным под эфирным наркозом подкожно 
вводили по одному имплантату с нанесенным в 
асептических условиях столбиком костного моз-
га (средняя площадь трансплантатов 7–7,5 мм2), 
взятого из бедренной кости сингенных мышей. 
Для адгезии клеток органную культуру костно-
го мозга на подложке культивировали  в тече-
ние 45 мин в культуральной среде, со дер жащей 
95 % среды RPMI-1640 («Биолот», Санкт-Петер-
бург) и 5 % эмбриональной телячьей сыворот-
ки (ICN Pharmaceuticals). Костный мозг служил 
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источником мультипотентных мезен химальных 
стромальных клеток и ростовых факторов. При 
раздельном подкожном введении мышам подло-
жек и фрагментов костного мозга образования 
тканевых пластинок не наблюдалось. 

Через 45 дней имплантаты извлекали 
(рис. 1), фотографировали в отраженном свете 
с фиксированными параметрами. Снимали тка-
невые пластинки с поверхности дисков, декаль-
цинировали, заливали парафином и выполняли 
тонкие (10 мкм) срезы перпендикулярно основа-
нию тканевых пластинок, окрашивали гематок-
силином-эозином для гистологических исследо-
ваний. Позитивным результатом эктопического 
теста считали рост на поверхности пластин 
кости и костного мозга (рис. 2), негативным – 
развитие мышечной или соединительной ткани 
и ее производных (жировая ткань). 

Методику компьютерной морфометрии 
применяли для выявления количественных па-
раметров выросших тканевых пластинок и гис-
тологических срезов посредством измерения 
их количественных характеристик. Площадь 
костной и кроветворной ткани на серийных 
срезах тканевых пластинок определяли с помо-
щью программы ImageJ [1]. В связи с различ-
ным объемом трансплантатов на подложках 
площадь формирующихся тканевых пластинок 
выражали в процентах от исходной площади 
трансплантированного костного мозга. Груп-
пой сравнения служили имплантаты, несущие 
микродуговое покрытие, основные фазы кото-
рого составили диоксид титана (TiO2) и амор-
фные (примитивные) кальцийфосфаты. Данные 

образцы способствуют воспроизводимому на 
75–85 % росту костной ткани в тесте эктопи-
ческого остеогенеза [2].

При проведении статистической обработ-
ки определяли среднее значение (Х) и ошибку 
среднего (m) с использованием гипотезы нор-
мальности распределения (критерий Колмо-
горова–Смирнова), результаты представляли 
в виде X ± m. Для выявления статистической 
значимости различий выборок применяли кри-
терий Манна–Уитни (U-тест). С целью выявле-
ния связи между исследуемыми показателями 
применяли определение коэффициентов ранго-
вой корреляции по Спирмену (r). Различия счи-
тались достоверными при уровне значимости 
р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Эктопическая метаплазия костного мозга in 
vivo протекает через активацию пула донорских 
(в нашем случае костно-мозговых) ССК, диф-
ференцирующихся в предшественники и по-
томки хондро/остеобластогенеза. Это является 
важнейшим условием развития кроветворного 
микроокружения для заселения кроветворных 
стволовых клеток реципиента и формирования 
эктопических очагов кость/костный мозг [7]. В 
связи с этим процессы, протекающие на плас-
тинах с КФ покрытием, связанные с остеоген-
ным созреванием и дифференцировкой ССК, 
можно считать остеоиндуктивными.

Исследование реакции биологических тка-
ней, окружающих имплантаты, показало, что 

Рис. 2. Гистологическая картина срезов тканевых 
пластинок, выросших на кальцийфосфатных 
покрытиях в тесте эктопического остеогенеза. 
Окраска гематоксилином-эозином. Ув. × 100 

Рис. 1. Вид тканевых пластинок, выросших в тесте 
эктопического костеобразования на мышах
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через 45 суток после подкожного введения под-
ложек, несущих сингенный костный мозг, не 
отмечалось признаков воспалительной реакции 
ни в одной из групп наблюдения. Следует ука-
зать на высокую биосовместимость имплан-
татов, вызывающих только слабую инкапсу-
ляцию, говорящую о незначительной реакции 
подкожной клетчатки на их введение.

Способность тканевых пластинок форми-
роваться из костного мозга для всех биосов-
местимых пластин с КФ покрытием составила 
100 % (табл. 1). На гистологических срезах вы-
являлась в основном грубоволокнистая костная 
ткань с лакунами, заполненными красным кост-
ным мозгом (см. рис. 2). 

Тем не менее в случае «примитивных» 
(аморфных) КФ покрытий (не содержащих ТКФ 
или ГАП) в 2 из 9 случаев вместо кости была 
обнаружена соединительная ткань. Получен-
ные результаты во многом совпадают с ранее 
описанными данными для такого рода покры-
тий [4]. 

Таким образом, вероятность образования 
костной ткани из столбика костного мозга на 
22 % выше в случае использования покрытий, 
включающих в свой состав ТКФ или ГАП (см. 
табл. 1), которые являются основными минера-
лами костной ткани. При этом отмечена прямая 
зависимость вероятности формирования кост-
ной ткани от соотношения кальция к фосфору в 
составе КФ покрытия (r = 0,58; n = 13; p < 0,04). 
Данное соотношение отражает, как известно, 
не только элементный, но и, в определенной 
степени, фазовый состав КФ материалов. 

Считается, что ГАП и ТКФ обладают остео-
кондуктивными свойствами [3]. В связи с этим 
были определены площади тканевых пластинок 
и площади костной ткани на их гистологичес-
ких срезах на имплантатах с различным фазо-
вым составом КФ покрытий. Результаты пока-
зали, что площадь костной ткани коррелиро-
вала с площадью тканевых пластинок (r = 0,69; 
n = 11; p < 0,019). Другими словами, остеоин-
дуктивность определяется гистокондуктивны-

Таблица 1
 Физико-химические и биологические характеристики имплантатов 
 с кальцийфосфатным микродуговым покрытием

Ra, мкм Вариант покрытия Основной фазовый состав пок-
рытия Ca/P

Вероятность обра-
зования тканевой 

пластинки, %

Вероятность 
образования 

кости, %

2,15–2,86 Группа TiO2 c аморфны-
ми кальцийфосфатами

TiO2-анатаз; TiP2O7; CaH2P2O7; 
Ca(H2PO2)2

1,14 ± 0,19 100
n = 9

78

1,79–3,09 Группа фосфатов каль-
ция и ТКФ 

TiP2O7; CaH2P2O7; Ca(H2PO2)2; 
Ca(PO3)2; Ca3(PO4)2

1,65 ± 0,22 100
n = 6

100

2,85–3,58 Группа фосфатов каль-
ция, ТКФ и ГАП

Промежуточные формы КФ; 
Ca5(PO4)3OH

2,19 ± 
0,21*

100
n = 6

100

* Отличие от величины соответствующего показателя в группе аморфных кальцийфосфатов статистически зна-
чимо при p < 0,007. 

Таблица 2
 Морфометрические характеристики тканевых пластинок, выросших в тесте эктопического 
 остеогенеза на имплантатах с различным фазовым составом кальцийфосфатных покрытий

Ra, мкм Вариант покрытия Основной фазовый состав 
покрытия

Площадь тканевой 
пластинки, % от пло-
щади костного мозга

Площадь кости 
в тканевой 

пластинке, %

2,15–2,86 Группа TiO2 c аморфными 
кальцийфосфатами

TiO2-анатаз; TiP2O7; CaH2P2O7; 
Ca(H2PO2)2

197,80 ± 27,20 48,12 ± 8,48
n = 72

1,79–3,09 Группа фосфатов кальция 
и ТКФ 

TiP2O7; CaH2P2O7; Ca(H2PO2)2; 
Ca(PO3)2; Ca3(PO4)2

118,12 ± 26,68 41,35 ± 5,47
n = 48

2,85–3,58 Группа фосфатов кальция 
и ГАП

Промежуточные формы КФ; 
Ca5(PO4)3OH

244,19 ± 42,41#
<0,05

64,79 ± 17,64
n = 50

* Отличие от величины соответствующего показателя в группе ТКФ статистически значимо при p < 0,05. 
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ми свойствами КФ поверхностей. Однако нам 
не удалось установить, что фазовый состав 
фосфатов кальция имеет существенное значе-
ние для распространения (кондукции) ССК до-
нора по шероховатой поверхности имплантатов 
с последующей остеогенной дифференциров-
кой (табл. 2). 

Расширяется применение имплантатов с КФ 
покрытиями в клинической практике, посколь-
ку они улучшают параметры межфазной грани-
цы раздела искусственный материал/кость, во 
многом определяющей эффективность имплан-
татов для остеосинтеза. Однако одновременно 
нарастает биомеханическая проблема, которая 
до сих пор не решена. Приближение свойств 
покрытия к характеристикам костной ткани 
(биомиметическое направление) приводит к 
ухудшению прочности межфазной границы 
подложка/покрытие [3]. Так, например, соглас-
но нашим данным (рис. 3), увеличение толщи-
ны микродуговых КФ покрытий статистически 
значимо снижает их адгезию к металлической 
подложке. 

В связи с этим стремление материаловедов 
получить «идеальный имплантат» для остео-
синтеза за счет достижения в КФ покрытиях 
биологического соотношения фаз ГАП и ТКФ 
имеет неоднозначное значение для биомехани-
ческих свойств композитов подложка/покрытие 
и процессов остеокондукции и остеоиндукции. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. В тесте эктопического костеобразования 
на пластинах, несущих искусственные шерохо-
ватые кальцийфосфатные покрытия с различ-
ным фазовым составом, путем остеоиндукции 
формируется грубоволокнистая костная ткань 
с полостями, заполненными красным костным 
мозгом. 

2. Наличие трикальцийфосфата или гидро-
ксилапатита в составе кальций-фосфатного 
покрытия, по сравнению с примитивными фос-
фатами кальция, увеличивает на 22 % воспро-
изводимость роста костной ткани в тесте экто-
пического остеогенеза, но не влияет на размеры 
формирующегося костного очага. 
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Purpose: to study the effect of the phase structure artifi cial calcium – phosphatic surfaces on an osteogenic differ-
entiation of stromal stem cells in vivo on implants with the fi xed range of roughness. Materials and methods. The 
condition of the surface was estimated by means of the measuring system Talysurf 5-120, phase structure – by the 
diffractometer Shimadzu XRD-7000 (Japan), element structure – by the electron microscope of Hitachi S5500. An 
implant from the titan of the VT1.0 brand (diameter of 12 mm, thickness of 1 mm) with the rough calcium phosphate 
coating applied by microarc oxidation with a column of bone marrow has been hypodermically placed to 35 mice 
males of the CBA/CaLac line. Histological research was carried out in 45 days. The quantitative parameters of 
grown tissue plates were defi ned by the computer morphometry. Results. The growth of coarse-fi bered bone tissue 
with the cavities fi lled by red marrow has been revealed on plates with artifi cial surfaces. Its reproducibility was 
22 % higher on surfaces composed of tricalcium phosphate and hydroxylapatite compared with amorphous calcium 
phosphate.

Key words: implants, roughness, mice, bone marrow, stem cells.

 

Popov V.P. – candidate of medical sciences, assistant of the chair of traumatology, orthopedics and fi eld surgery, 
e-mail: ortopvp@mail.ru 
Khlusova M.Yu. – candidate of medical sciences, associate professor of the department of pathophysiology, 
e-mail: uchsovet @ ssmu.ru
Zaitsev K.V. – candidate of medical sciences, head of the laboratory for study of mechanisms of physical factors 
effect, e-mail: zaitsev-kv@mail.ru
Dvornichenko M.V. – candidate of medical sciences, doctoral student of the chair for pathophysiology, 
e-mail: dochic@yandex.ru
Legostaeva E.V. – candidate of physical mathematical sciences, senior researcher of the laboratory of physics of 
nanostructural biocompatible composites, e-mail: lego@ispms.tsc.ru
Khlusov I.A. – doctor of medical sciences, professor, scientifi c director, professor of the chair for morphology and 
general pathology, e-mail: khlusov63@mail.ru
Sharkeev Yu.P. – doctor of physical mathematical sciences, professor, head of the laboratory of physics of 
nanostructural biocompatible composites, e-mail: sharkeev@ispms.tsc.ru
Gnedenkov S.V. – doctor of chemical sciences, deputy director, e-mail: svg21@hotmail.com



БЮЛЛЕТЕНЬ СО РАМН, ТОМ 32, № 6, 2012 15

УДК:617.51+617.53]-006.61-033.2:611-018.98:577.15:547.96

РОЛЬ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ ПРОТЕИНАЗ В РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ 
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ HIF-1α, NF-κB И ФАКТОРА РОСТА 
СОСУДОВ ПРИ ЛИМФОГЕННОМ МЕТАСТАЗИРОВАНИИ 
ПЛОСКОКЛЕТОЧНЫХ КАРЦИНОМ ГОЛОВЫ И ШЕИ

Евгений Лхамацыренович ЧОЙНЗОНОВ, Людмила Викторовна СПИРИНА, 
Ирина Викторовна КОНДАКОВА, Светлана Юрьевна ЧИЖЕВСКАЯ, 
Дмитрий Александрович ШИШКИН, Денис Евгеньевич КУЛЬБАКИН

ФГБУ НИИ онкологии СО РАМН
634050, г. Томск, пер. Кооперативный, 5

С целью изучения экспрессии транскрипционных факторов NF-κB, HIF-1α и VEGF, особенностей их регу-
ляции при лимфогенном метастазировании плоскоклеточных карцином головы и шеи обследовано 66 паци-
ентов с морфологически верифицированным диагнозом (Т2–3N0–2). Экспрессия транскрипционных факторов и 
VEGF исследована иммуноферментным методом, активность протеасом и кальпаинов – флуориметрически. 
Субъединичный состав протеасом определяли методом вестерн-блоттинга. В результате проведения 
исследования выявлена связь лимфогенного метастазирования опухолей головы и шеи с экспрессией ядерного 
фактора NF-κB р50 и с содержанием LMP2-субъединицы протеасом. 

Ключевые слова: транскрипционные факторы NF-κB и HIF-1α, фактор роста эндотелия сосудов, протеа-
сома, кальпаины, плоскоклеточные карциномы головы и шеи. 

Плоскоклеточные карциномы головы и шеи 
(ПКГШ) относятся к числу социально значимых 
онкологических заболеваний. Несмотря на то, 
что ПКГШ являются опухолями наружной ло-
кализации, они характеризуются высокой запу-
щенностью, связанной с анатомо-топографичес-
кими особенностями, бессимптомным течением 
и высокой агрессивностью заболевания [24]. 
Известно, что биологическое поведение опу-
холи определяет развитие и прогрессирование 
заболевания, однако молекулярный патогенез 
ПКГШ исследован недостаточно. К числу пато-
генетически важных молекул относятся росто-
вые и транскрипционные факторы [3, 27, 28]. 

Гипоксический фактор транскрипции HIF-1 
является гетеродимером, состоящим из α- и β-
субъединиц. β-Субъединицы конститутивны; 

активность фактора в условиях гипоксии за-
висит главным образом от экспрессии и пост-
трансляционной модификации α-субъединиц 
[16]. Непосредственным следствием активации 
транскрипционного фактора HIF-1α является 
продукция сосудистого эндотелиального фак-
тора роста (VEGF), который обеспечивает ин-
тенсивный рост сосудов, что, в свою очередь, 
создает условия для метастазирования и рас-
пространения опухоли [20]. 

Ключевым фактором транскрипции, связан-
ным с процессами апоптоза и контролем про-
лиферации клеток, служит NF-κB (nuclear factor 
kappa В). NF-κB активен только в димерной 
форме, наиболее распространены димеры субъ-
единиц p50 или p52 с субъединицей p65 [13]. 
Соотношение р65 к р50 менее единицы может 
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свидетельствовать о синтезе функционально 
неактивных димеров NF-κB [9]. Взаимное вли-
яние транскрипционных факторов свидетель-
ствует о наличии сложной системы регуляции 
их уровня. В настоящее время установлено вли-
яние NF-κB на экспрессию транскрипционного 
фактора HIF-1α и его активацию [28]. 

Развитие и прогрессирование злокачествен-
ных новообразований области головы и шеи 
тесно связано с экспрессией транскрипционных 
и ростовых факторов. Высокая экспрессия HIF-
1α, наблюдаемая в ткани ПКГШ, сочетается с 
повышением уровня VEGF, с увеличением плот-
ности микрососудов и распространением опухо-
ли на регионарные лимфоузлы [19]. Выявлено, 
что экспрессия транскрипционного фактора NF-
κB также повышена в случае плоскоклеточно-
го рака гортани по сравнению с неизмененным 
эпителием и связана со стадией заболевания 
[14]. В свою очередь применение ингибиторов 
NF-κB на культуре плоскоклеточного рака при-
водит к снижению экспрессии проангиогенных 
пептидов, в том числе и VEGF [30].

Одним из механизмов регуляции содержа-
ния транскрипционных факторов NF-κB и HIF-
1α является внутриклеточный протеолиз, кото-
рый осуществляется внутриклеточными проте-
иназами, к числу которых относят протеасомы 
и кальпаины [5]. Протеасомы представляют 
собой мультиферментативные каталитические 
комплексы, в которых происходит деградация 
до 80 % собственных белков клетки. Они пред-
ставлены двумя пулами: 26S- и 20S-протеасо-
мами. Активность протеасом тесно связана с 
их субъединичным составом. Известно, что по-
явление иммунных типов (LMP7, LMP2, PA28) 
субъединиц в составе протеасом связано с из-
менением их ферментативной активности [4]. В 
настоящее время активно изучается роль проте-
асом в патогенезе злокачественных образований 
различных локализаций, в частности, молочной 
железы [7], кишечника [29], а также плоскокле-
точных карцином головы и шеи [8, 17]. Актива-
ция системы протеасом показана при развитии 
опухолей головы и шеи, что сопровождается 
структурными изменениями в их субъединич-
ном составе [2]. Семейство кальций-зависимых 
протеиназ представлено кальпаинами, из кото-
рых наиболее изучены и распространены каль-
паин-1 и 2 [11]. Известно, что экспрессия каль-
паинов повышается в случае плоскоклеточного 
рака кожи [23]. 

В настоящее время широко изучается вопрос 
протеолитической регуляции экспрессии транс-
крипционных и ростовых факторов внутрикле-
точными протеиназами. Известно, что снижение 

деградации HIF-1α при использовании ингиби-
торов протеасом или при гипоксии приводит к 
значительному повышению экспрессии VEGF в 
опухолевых клетках [31]. Активация транскрип-
ционного фактора NF-κB также осуществляется 
протеасомами [5]. В отсутствие стимулирующих 
сигналов NF-κB находится в цитоплазме в ассо-
циации с ингибитором (IκB). Ключевым этапом 
активации NF-κB являются освобожде ние его из 
комплекса с IκB и протеасомная деградация пос-
леднего [15]. В настоящее время показано, что в 
определенных условиях разрушение ингибитора 
IκB возможно при участии кальпаинов [18]. До-
полнительным механизмом регуляции служит 
посттрансляционная модификация р105 – пред-
шественника NF-κB р50, которая также осу-
ществляется с помощью протеасом [22].

На сегодняшний день протеолитическая ре-
гуляция экспрессии транскрипционных и росто-
вых факторов, их взаимное влияние в злокачес-
твенных опухолях ПКГШ изучены недостаточ-
но. В частности, нет понимания особенностей 
функционирования протеаз и регуляции ими 
транскрипционных факторов и VEGF при ме-
тастазировании. Цель настоящего исследования 
заключалась в изучении экспрессии транскрип-
ционных факторов NF-κB, HIF-1α и сосудис-
того эндотелиального фактора роста, особен-
ностей их протеолитической регуляции в ткани 
плоскоклеточных карцином области головы и 
шеи и при лимфогенном метастазировании.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследование включены 66 пациентов 
(сред ний возраст 57,1 ± 1,7 года) с морфологи-
чески верифицированным диагнозом плоскокле-
точного рака области головы и шеи Т2–3N0–2, в 
том числе 25 больных раком гортани и горта-
но глотки, 23 пациента с опухолями ротовой 
полости и 18 больных с раком языка. Объемы 
диагностики (Международная классифика-
ция стадий развития раковых опухолей TNM 
2009 г.) и лечения больных соответствовали ре-
комендуемым алгоритмам объемов диагностики 
и лечения злокачественных новообразований, 
утвержденным Министерством здравоохранения 
и социального развития РФ. Всем пациентам 
проведено хирургическое иссечение опухоли. 
При наличии регионарных метастазов выпол-
няли фасциально-футлярное иссечение шейной 
клетчатки, операцию Кайла. Проведение данной 
работы одобрено этическим комитетом ФГБУ 
«НИИ онкологии» СО РАМН, получено инфор-
мированное согласие от каждого пациента.

Материалом для исследования протеасом 
явились образцы опухолевой и гистологически 
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неизмененной ткани, находящиеся на расстоя-
нии не менее 2 см от границы опухолей, кото-
рые были получены при выполнении радикаль-
ного оперативного вмешательства. Весь мате-
риал проходил гистологическую верификацию. 
Образцы тканей замораживались и хранились 
при –80 °С. 

Приготовление ядерных экстрактов для оп  -
ре  деления содержания HIF-1α и NF-κB (форм 
p50 и p65) проводилось в соответствии с ре ко-
мендациями фирмы-производителя Cay man  -
chem (США). Замороженную ткань (100 мг) го-
могенизировали в жидком азоте, затем ресус пен-
дировали в 300 мкл 50 мМ трис-HCl буфера (pH 
7,5), содержащего 2 мМ АТФ, 5 мМ MgCl2, 1 мМ 
дитиотреитола, 1 мМ ЭДТА и 100 мМ NaCl. 
Гомо генат центрифугировали при 2400g и 4 °С 
("Eppendorf", Германия) для получения осадка, 
который ресуспендировали в 50 мкл 50 мМ Трис-
HCl буфера (рН 7,5), состоящего из 2 мM ATP, 
5 мM MgCl2, 1 мM дитиотреитола, 1 мM ЭДТА 
и 100 мM NaCl, и затем центрифугировали при 
14000g и 4 °С. Полученный супернатант исполь-
зовали для определения экспрессии транскрип-
ционных факторов. 

Определение содержания транскрипционных 
факторов. Экспрессию активированных форм 
NF-κB р50, p65 и HIF-1α определяли в ядерных 
экстрактах иммуноферментным методом с по-
мощь наборов Caymanchem (США). Содержа-
ние белка в гомогенатах и ядерных экстрактах 
измеряли по методу Лоури [21]. Результаты 
определения содержания ростовых факторов 
выражали в нг/мг белка, а транскрипционных 
факторов – в условных единицах на 1 мг белка 
в лунке. 

Получение осветленных гомогенатов. Замо-
роженную ткань (100 мг) гомогенизировали в 
жидком азоте, затем ресуспендировали в 300 мкл 
50 мМ трис-HCl буфера (pH 7,5), содержащего 
2 мМ АТФ, 5 мМ MgCl2, 1 мМ дитиотреитола, 
1 мМ ЭДТА и 100 мМ NaCl. Гомогенат центри-
фугировали 60 минут при 10000g и 4 °С, надо-
садочную фракцию отбрасывали. 

Фракционирование протеасом. Все проце-
дуры проводили при 4 °С. Белки осветленных 
гомогенатов фракционировали с помощью суль-
фата аммония в два этапа. Фракцию, обогащен-
ную 26S-протеасомами, получали добавлением 
сульфата аммония до 40 % насыщения, фрак-
цию 20S-протеасом – добавлением сульфата 
аммония до 70 % насыщения [1]. В полученных 
фракциях определяли активность протеасом.

Определение активности протеасом. Хи-
мотрипсинподобную активность общего пула 
протеасом, 26S- и 20S-пулов определяли в ос-

ветленных гомогенатах опухолевых и неизме-
ненных тканей, а также во фракциях протеа-
сом, по гидролизу флуорогенного олигопепти-
да N-сукцинил-Leu-Leu-Val-Tyr-7-амидо-4-ме-
тилкумарина (Suc-LLVY-AMC, Sigma, США) 
химотрипсинподобными центрами протеасом 
[6], используя флуориметр «Hitachi-850» (Япо-
ния) при длине волны возбуждения 380 нм и 
эмиссии 440 нм. Реакционная смесь для опре-
деления активности 20S протеасом содержала 
20 мМ трис-HCl (pH 7,5), 1 мМ дитиотреитола, 
30 мкМ Suc-LLVY-AMC. Для определения ак-
тивности 26S-протеасом в реакционную смесь 
дополнительно вводили 5 мМ хлорида магния 
и 1 мМ АТФ. Реакцию проводили при 37 °С 
в течение 20 мин и останавливали 1%-м доде-
цилсульфатом натрия. Для оценки активнос-
ти примесных протеаз в образцах применяли 
специфический ингибитор протеасом MG132 
(Sigma, США). Удельную активность протеа-
сом выражали в единицах активности на 1 мг 
белка, за единицу активности (МЕ) принимали 
количество фермента, при котором гидролизу-
ется 1 нмоль Suc-LLVY-AMC в течение 1 мин. 
Содержание белка определяли по методу Ло-
ури [21]. 

Определение активности кальпаинов. Ак-
тивность кальпаинов определяли в осветленных 
гомогенатах тканей по гидролизу Suc-LLVY-
AMC [25], используя флуориметр «Hitachi-
850» при длине волны возбуждения 380 нм и 
эмиссии 440 нм. Реакционная смесь содержала 
100 мМ Tris-HCl (pH 7,3), 145 мМ NaCl. Реак-
цию проводили, добавляя к 30 мкМ Suc-LLVY-
AMC, растворенного в реакционной смеси, 
5 мкл супернатанта и инкубируя при 25 °С в 
течение 30 мин в присутствии или в отсутствие 
10 мМ CaCl2, 50 мкМ ингибитора N-ацетил-
Leu-Leu-норлейцина (Sigma, США).

Электрофорез. Электрофорез проводили по 
Laemmli в 13%-м полиакриламидном геле. Про-
бы наносили в буфере, содержащем 0,0625М 
трис-НСl (pН 6,8), 2 % додецилсульфата на-
трия, 5 % 2-меркаптоэтанола, 10 % глицерина, 
0,01 % бромфенолового синего. 

Вестерн-блоттинг. После электрофореза 
белков осуществляли перенос полипептидов 
на нитроцеллюлезную мембрану Hybond-ECL 
(Amersham, США). Мембрану инкубировали в 
течение 2 часов при 20 °С в буфере TNT, со-
держащем 10 мМ Tris-HCl (pH 7,5), 150 мМ 
NaCl, 0,1 % Tween-20. Затем мембрану инку-
бировали в том же буфере, содержащем 5%-е 
обезжиренное молоко и моноклональные ан-
титела к субъединицам α1α2α3α5α6α7, LMP7, 
Rpt6 и поликлональные антитела к субъеди-
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ницам LMP2 и PA28β протеасом в разведении 
1 : 2500, отмывали несколько раз буфером TNT 
и инкубировали в течение 1 ч в буфере TNT 
с 5%-м обезжиренным молоком и антителами 
к IgG мыши, конъюгированными с перокси-
дазой, в разведении 1 : 10000. После отмывки 
мембрану подвергали стандартной обработке 
системой хемилюминесцентной детекции бел-
ков (Amersham, США). Плотность полос была 
определена с помощью стандартной компью-
терной программы «Image J». Результаты были 
стандартизированы по содержанию актина в 
пробе и выражали в процентах от содержания 
субъединиц протеасом в неизмененной ткани, 
которое принимали за 100 %. 

Статистическая обработка. Результаты 
представлены как медиана (Me) с интерквар-
тильным размахом (25-й и 75-й процентили, 
Q1–Q3). Значимость различий между группами 
исследовали с помощью критерия Манна–Уит-
ни, а также с помощью многомерного непара-
метрического дисперсионного анализа, рангово-
го теста Краскела–Уоллиса и медианного теста. 
Корреляционный анализ проведен с использова-
нием непараметрического критерия Спирмена. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Показано, что экспрессия NF-κB зависела 
от наличия метастазов в регионарные лимфо-
узлы (табл. 1), причем эта зависимость носила 
сложный волнообразный характер. Выявлено, 
что экспрессия субъединицы NF-κB р50 у боль-
ных со стадией T2–3N1 в 2,9 раза выше, чем у 
пациентов со стадией T2–3N0. Дальнейшее уве-
личение количества пораженных лимфоузлов 
сопровождалось снижением экспрессии NF-κB 
р50: у больных со стадией T2–3N2 содержание 
фактора снижалось по сравнению с больными 
со стадией T2–3N1. Экспрессия активированной 
формы NF-κB р65 при поражении лимфатичес-
ких узлов имела тенденцию к повышению. 

Волнообразная динамика изменения содер-
жания ядерного фактора NF-κB была выявлена 
и для коэффициента NF-κB р65/р50. Данный 
показатель был меньше у больных со стадией 
T2–3N1, чем у больных без поражения лимфоуз-
лов, и составлял 0,6. В группе пациентов T2–3N2 
коэффициент NF-κB р65/р50 повышался до 2,5. 
Содержание VEGF и HIF-1α при прогрессиро-
вании заболевания имело тенденцию к увели-
чению у больных с поражением регионарных 
лимфоузлов по сравнению с больными со ста-
дией T2–3N0. 

В целом полученные данные согласуются с 
представлениями о том, что экспрессия ядерных  
и ростовых факторов является важным марке-
ром прогрессирования ПКГШ [19]. Колебание 
содержания субъединицы р50 NF-κB, вероятно, 
имеет существенное значение в механизме лим-
фогенного распространения опухоли и может 
быть связано с функционированием протеасом, 
которые осуществляют активацию фактора [22]. 
Для подтверждения связи экспрессии транс-
крипционных факторов NF-κB р65, р50, HIF-1α 
и ростового фактора VEGF с интенсивностью 
внутриклеточного протеолиза было проведено 
определение активности протеолитических сис-
тем – протеасом и кальпаинов, а также анализ 
субъединичного состава протеасом.

Поражение регионарных лимфоузлов со-
провождается ростом активности протеасом 
(табл. 2). В ткани ПКГШ наблюдалось увели-
чение общей активности протеасом у больных 
со стадией Т2–3N2 по сравнению с больными со 
стадией Т2–3N1 в 1,6 раза, что сопровождалось 
снижением экспрессии LMP2 субъединицы 
протеасом в 1,4 раза. Экспрессия LMP2 субъ-
единицы протеасом тесно связана с уровнем 
убиквитинированных белков, а также с дефек-
тами иммунного ответа, что свидетельствует о 
ее влиянии на активность протеасом и презен-

Таблица 1
 Связь экспрессии транскрипционных факторов и сосудистого эндотелиального фактора роста 
 с поражением регионарных лимфоузлов при плоскоклеточном раке головы и шеи, Me (Q1–Q3)

Показатель
Группа больных

Т2–3N0, n = 11 T2–3N1, n = 6 T2–3N2, n = 6

Экспрессия транс крип-
ционных факторов, усл. ед./
мг белка в лунке

NF-κB р50 6,6 (2,2–17,0) 19,7 (11,8–30,8)* 5,2 (2,8–7,8)**
NF-κB р65 9,2 (5,9–14,4) 12,5 (10,7–16,7) 8,7 (7,0–19,4)
NF-κB р65/р50 1,6 (0,7–3,3) 0,6 (0,5–0,8) 2,5 (1,7–3,2) **
HIF-1α 7,8 (4,6– 21,1) 10,9 (10,8–16,7) 9,0 (6,5–14,6)

Экспрессия VEGF, пг/мг белка 71,1 (48,2–87,7) 92,1 (84,5–98,7) 74,5 (65,2–88,8)

При меч а н ие.  Здесь и в табл. 2 отличие статистически значимо (р < 0,05): * − от величины соответствующего 
показателя больных группы Т2–3N0, ** – от величины соответствующего показателя больных группы Т2–3N1.
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та цию ими комплекса гистосовместимости 
I класса [12]. Активность других внутриклеточ-
ных протеиназ – кальпаинов – увеличивалась у 
боль ных со стадией Т2–3N1 и Т2–3N2 соответст-
венно в 1,4 и 1,7 раза по сравнению с величи-
ной показателя у пациентов без поражения ре-
гионарных лимфоузлов. 

Следует отметить, что изменения активнос-
ти протеасом и экспрессии транскрипционных 
факторов и VEGF при поражении регионарных 
лимфоузлов носили противоположный харак-
тер и при максимальной активности протеасом 
на стадии Т2–3N2 отмечено минимальное содер-
жание транскрипционных факторов, что свиде-
тельствует о регуляции их содержания протеа-
сомами. В целом динамика изменения экспрес-
сии субъединиц протеасом в процессе метаста-
зирования была разнонаправленной, при этом 
изменения содержания субъединицы протеасом 
LMP2 и транскрипционных факторов носили 
однонаправленный характер. Была исследована 
связь лимфогенного метастазирования с экспрес-
сией транскрипционных факторов, VEGF и ак-
тивностью внутриклеточных протеиназ методом 
непараметрического дисперсионного анализа. 
Ранговый тест Краскела–Уоллиса показал за-
висимость стадии N заболевания от экспрессии 
NF-κB p50 (p = 0,05) и общей активности про-
теасом (р = 0,05), а медианный тест – от уровня 
LMP2-субъединицы протеасом (р = 0,05), что 
свидетельствует о вовлеченности этих показа-
телей в развитие регионарных метастазов.

Анализ полученных результатов показал су-
ществование связей между общей активностью 
протеасом и экспрессией субъединицы NF-κB 
р65 (r = 0,6, p = 0,001), а также между актив-
ностью 20S-протеасом и содержанием NF-κB 
р50 (r = 0,58, p = 0,004), NF-κB р65 (r = 0,45, 

p < 0,05). Показана связь между экспрессией 
фактора HIF-1α и содержанием VEGF (r = 0,4, 
p = 0,04). В работе A.L. Goldberg выявлено вли-
яние транскрипционного фактора NF-κB на экс-
прессию HIF-1α [10]. В нашем исследовании 
концентрация NF-κB р50 и NF-κB р65 в ткани 
ПКГШ зависела от экспрессии HIF-1α (r = 0,65, 
p = 0,0001 и r = 0,62, p = 0,002 соответственно). 
При этом обнаружена связь экспрессии VEGF 
с содержанием NF-κB р50 (r = 0,4, p = 0,036), 
что, вероятно, опосредуется через изменение 
уровня ядерного фактора HIF-1.

Активация протеасомной системы, вероят-
но, имеет преимущественное значение в разви-
тии лимфогенного метастазирования злокачест-
венных опухолей головы и шеи за счет наличия 
множественных уровней контроля транскрип-
ционных и ростовых факторов. Известно, что 
ключевым этапом активации NF-κB являются 
освобождение его из комплекса с ингибитором 
IκB и последующая протеасомная деградация 
последнего [15, 26]. Несомненную роль в ре-
гуляции уровня транскрипционного фактора 
играет посттрансляционная модификация пред-
шественников ядерного фактора, которая осу-
ществляется в протеасомах [22]. В представ-
ленном исследовании связь экспрессии NF-κB 
р65 и NF-κB р50 с активностью протеасом вы-
явлена в случае плоскоклеточного рака области 
головы и шеи. 

Неоангиогенез является важным процессом, 
определяющим развитие опухоли, его актив-
ность тесно связана с экспрессией транскрип-
ционного фактора HIF-1α, деградация которого 
происходит в протеасомах. Однако для ПКГШ 
непосредственной связи между активностью 
протеасом и экспрессией HIF-1 не обнаруже-
но. Наличие тесных зависимостей между экс-

Таблица 2
 Связь активности протеасом, их субъединичного состава и активности кальпаинов 
 с поражением регионарных лимфоузлов при плоскоклеточном раке головы и шеи, Me (Q1–Q3)

Показатель
Группа больных

Т2–3N0, n = 36 T2–3N1, n = 20 T2–3N2, n = 10

Активность протеасом,
×1000 МЕ/мг белка

Общая активность 58,1 (43,1–117,1) 43,5 (31,5–68,0) 94,4 (60,0–268,3)**
26S 20,0 (14,8–38,0) 21,6 (13,3–35,9) 34,0 (11,1–47,8)
20S 45,9 (35,5–87,0) 35,9 (17,5–62,5) 45,0 (33,3–87,0)

Содержание субъединиц 
протеасом в опухолевой 
ткани в % от такового в 
неизмененной ткани

α1α2α3α5α6α7 83,5 (58,3–91,8) 81,0 (56,3–96,0) 62,3 (10,0–81,7)
LMP7 138,6 (89,0–211,9) 184,1 (116,6–276,9) 172,8 (84,2–300,0)
LMP2 143,1 (105,4–167,1) 154,5 (11,3–194,3) 110,1 (81,1–138,5)**
PA28β 128,5 (105,4–168,3) 120,1 (104,2–163,9) 116,0 (98,2–180,0)
rpt6 151,5 (101,0–222,8) 128,6 (95,0–194,4) 157,9 (112,0–305,3)

Активность кальпаинов, ×1000 МЕ/мг белка 119,0 (66,2–245,2) 142,4 (56,6–345,0)* 204,7 (74,0–335,5)**
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прессией NF-κB, активируемого протеасомами, 
и HIF-1α позволяет сделать предположение о 
возможной регуляции процесса неоангиогенеза 
транскрипционным фактором NF-κB.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В процессе развития и метастазирования 
опухолей головы и шеи происходит изменение 
экспрессии транскрипционного фактора NF-κB 
р50, что связано с активацией внутриклеточных 
протеиназ и с изменением субъединичного со-
става протеасом. Полученные результаты позво-
лили выявить взаимосвязь между активностью 
протеасом и содержанием транскрипционных 
факторов в плоскоклеточных карциномах голо-
вы, а именно между экспрессией ядерных фак-
торов NF-κB и общей активностью протеасом, а 
также активностью 20S-пула. В целом изучение 
данных белков в контексте прогрессирования 
опухолей головы и шеи может служить основой 
не только поиска новых маркеров течения забо-
левания, но и разработки новых подходов моле-
кулярно-направленной терапии опухолей.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Федеральной целевой программы (ФЦП) 
«Научные и научно-педагогические кадры ин-
новационной России» на 2009 – 2013 годы (Гос. 
контракт № П-320).
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THE ROLE OF INTRACELLULAR PROTEINASES IN REGULATION OF THE 
HIF-1α, NF-κB TRANSCRIPTION FACTORS EXPRESSION AND VEGF AT LYMPHATIC 
CANCER SPREAD OF SQUAMOUS CELL CARCINOMA OF HEAD AND NECK

Evgeni Lkhamatserenovich CHOINZONOV, Lyudmila Viktorovna SPIRINA, 
Irina Viktorovna KONDAKOVA, Svetlana Yurevna CHIZHEVSKAYA, 
Dmitri Aleksandrovich SHISHKIN, Denis Evgenevich KULBAKIN

FSBI Research Institute for Pharmacology SB RAMS
634050, Tomsk, Kooperativny lane, bd. 5

Aim of the study was to determine the NF-κB, HIF-1α и VEGF expression, their characteristics in lymph node me-
tastasis development of squamous cell carcinoma of head and neck. Material and methods: 66 patients with squamous 
cell carcinoma of head and neck (Т2–3N0–2). Transcription factors and VEGF expression was measured by ELISA kits. 
Proteasome and calpain activity was determined using specifi c fl uorogenic substrate. Proteasome subunits composition 
was measured by Western Blot Analysis. Results and discussion. The obtained data revealed the association of lymph 
node metastasis development with NF-κB р50 expression and LMP2 proteasome subunits content. 

Key words: transcription factors NF-κB and HIF-1α, VEGF, proteasome, calpain, squamous cell carcinoma of 
head and neck. 
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ПРОГНОСТИЧЕСКИЕ КРИТЕРИИ ГЕСТОЗА БЕРЕМЕННЫХ 
ПО ДАННЫМ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ РИТМА СЕРДЦА МАТЕРИ

Сергей Александрович КЛЕЩЕНОГОВ 

НИИ комплексных проблем гигиены и профессиональных заболеваний СО РАМН
654041, г. Новокузнецк, ул. Кутузова, 23 

С целью поиска ранних прогностических критериев позднего гестоза изучены показатели вариабельности ритма 
сердца у 32 беременных с последующими осложнениями в форме гестоза и 97 здоровых женщин контрольной 
группы с неосложненной беременностью. Показано, что наиболее значимыми признаками дифференциации 
между беременными с гестозом и женщинами контрольной группы являются динамические характеристики 
нелинейной вариабельности ритма сердца (параметр детрентного флуктуационного анализа, DFA) на фоне 
умственной (счет в уме) и респираторной (углубленное дыхание с произвольной частотой) нагрузочных проб. 
Изменения DFA были выраженными у беременных с гестозом при исходном дисбалансе вегетативной регу-
ляции: в условиях парасимпатикотонии в сторону повышения (счет в уме: +33,6 %, p < 0,001; углубленное 
дыхание с произвольной частотой: +58,1 %, p < 0,001 по сравнению с исходным уровнем показателя), при 
симпатикотонии, напротив, в сторону снижения (счет в уме: –8,2 %, p < 0,10; углубленное дыхание с произ-
вольной частотой: –30,1 %, p < 0,001). В контрольной группе беременных подобные эффекты нагрузочных 
проб отсутствовали. Сделан вывод о том, что нелинейная вариабельность ритма сердца матери при умствен-
ной и респираторной нагрузочных пробах является ценным критерием прогнозирования гестоза беременных 
на доклинической стадии развития данного осложнения. 

Ключевые слова: беременность, вариабельность ритма сердца, нагрузочные пробы.

Синдром полиорганной недостаточности – 
гестоз беременных – остается «болезнью тео-
рий», поскольку причины развития этого тяже-
лого осложнения окончательно не определены. 
Высокая частота материнской и перинатальной 
заболеваемости и смертности при данной пато-
логии обусловлена как недостаточностью точ-
ных знаний о патогенезе, так и трудностью осу-
ществления достоверного прогноза до первых 
клинических проявлений. Вместе с тем спра-
ведливо считается, что обнаружение ранних 
признаков гестоза служит залогом успешной 
профилактики неблагоприятных исходов [1]. 
Наиболее значимыми из таких признаков яв-
ляются системные нарушения сосудистого то-
нуса и появление в циркуляции антиангиоген-
ных факторов, продуцируемых функционально 
аномальным сосудистым эндотелием [2]. Но-
вейшие данные свидетельствуют о высокой 
прогностической ценности комплекса тестов, 
включающего анамнестические и клинические 
сведения, обнаружение антиангиогенов, опре-
деление артериального давления и коэффици-
ентов кровотока в маточной артерии методом 

ультразвуковой допплерометрии. Процент ис-
тинно положительных результатов указанного 
комплекса тестов достигает 90 %, однако при-
знается необходимым дальнейший поиск про-
гностических критериев, отвечающих требова-
ниям бескровности и минимизации затрат на 
проведение обследования [3].

Одним из подходов к установлению риска 
развития гестоза на ранних стадиях беремен-
ности может явиться изучение вариабельности 
ритма сердца (ВРС) матери. Исследования ВРС 
при гестозах показали перспективность данного 
метода диагностики [4, 5]. Однако пока имеется 
мало данных в пользу значимости ВРС для об-
наружения ранних признаков гестоза с учетом 
индивидуальных особенностей кардиодинами-
ки беременных.

Целью данной работы было исследование 
прогностической ценности различных показа-
телей вариабельности ритма сердца матери в 
отношении ранних признаков гестоза (преэк-
лампсии). Использовался динамический подход 
с применением функциональных нагрузочных 
проб.

Клещеногов С.А. – к.м.н., старший научный сотрудник лаборатории физиологии, 
e-mail: serg_kle29@mail.ru
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Контингент. Исследования проводились с 
информированного согласия испытуемых, пос-
ле проведения экспертизы биоэтическим коми-
тетом НИИ комплексных проблем гигиены и 
профессиональных заболеваний СО РАМН. Об-
следовано 129 беременных. Клиническая оцен-
ка течения беременности и ее исходов произво-
дилась ретроспективно по данным стандартных 
медицинских документов (истории беременнос-
ти и родов). Средний возраст женщин составил 
25 лет (от 16 до 35). В возрасте менее 17 и бо-
лее 30 лет обследовано соответственно 3 (2 % от 
общего числа обследованных) и 24 (18 %) жен-
щины. Дефицит массы тела с индексом Кетле 
(ИК) менее 18,5 наблюдался у 18 беременных 
(14 %). Среди них не было женщин с осложнен-
ным течением беременности. Избыточная масса 
тела (ИК 25–30) имелась у 13 женщин (10 %), 
ожирение I степени (ИК 30–35) – у 4 (3 %). У 
двух женщин зафиксировано ожирение II и III 
степени (ИК соответственно 35–40 и более 40). 
Среди обследованных с последующим развити-
ем гестоза ожирение наблюдалось у 5 беремен-
ных. Первородящих было 88 (68 %). Средний 
срок беременности на момент обследования со-
ставил 20,1 недели (от 8 до 34). В I триместре 
(до 13 недели гестации) обследовано 8 (6 %), во 
II триместре (до 25 нед.) – 107 (83 %) и в III 
триместре (более 25 нед.) – 14 (11 %) женщин. 
Все обследуемые были разделены на контроль-
ную (отсутствие гестационной и соматической 
патологии) и основную (поздний гестоз) груп-
пы, включавшие соответственно 97 и 32 бере-
менных. 

У женщин основной группы наблюдались 
отеки в сочетании с протеинурией (3 случая), 
ОГ-гестоз (отеки с гипертензией) – 3 случая, 
гипертензия в родах (6), ОГ-гестоз в сочетании 
с задержкой развития плода (3). В 9 случаях на-
блюдался сочетанный гестоз, преимущественно 
гипертензионной формы с ожирением и (или) 
на фоне гипоталамического синдрома. Досроч-
ное прерывание беременности посредством ке-
сарева сечения ввиду утяжеления гестоза про-
изведено у 6 женщин. В двух случаях после 
экстренного родоразрешения зарегистрирована 
антенатальная смерть плода.

Процедура. Все исследования проводились 
в утренние часы, в положении сидя. Сигнал 
ЭКГ регистрировался в течение 256 последо-
вательных сокращений сердца. Преобразование 
сигнала в цифровую форму осуществлялось 
с использованием отечественного интерфейса 
«ВНС-ритм» («Нейрософт», г. Иваново). Пос-

ле этого проводилась обработка сигнала на 
ПЭВМ по соответствующим программам. Объ-
ектом анализа являлась изменчивость во време-
ни интервала от зубца R электрокардиограммы 
до следующего зубца R (интервал RR). Запись 
ЭКГ проводили последовательно: 1) в спокой-
ном состоянии (фон), 2) при предъявлении умс-
твенного нагрузочного теста (последовательное 
вычитание в уме из 500 по 7, seven-test), 3) в 
периоде восстановления после умственной на-
грузки, 4) при дыхательной нагрузочной пробе 
и 5) в периоде восстановления после дыхатель-
ной пробы. На 4-м этапе процедуры испытуе-
мым предлагалось углубить дыхание, соблюдая 
по возможности одинаковые временные проме-
жутки между экскурсиями легких. В результате 
достигались умеренные, близкие к физиологи-
ческим, воздействия симпатической (умствен-
ный «стресс») и парасимпатической (углублен-
ное дыхание с произвольной частотой) направ-
ленности [6]. 

Показатели. Изучали спектрально-частот-
ные показатели вариабельности ритма сердца 
с помощью компьютерного варианта преоб-
разования Фурье. Соблюдали международные 
стандарты частотных диапазонов указанных 
компонентов спектра ВРС [7]. Отношение вы-
сокочастотного спектрального компонента (HF) 
к очень низкочастотному компоненту (VLF) 
использовали как оценку вегетативного (ваго-
симпатического) баланса [6]. Это обусловлено 
общепринятым мнением о природе HF как от-
ражающем парасимпатическую активность [7] 
и представлениями ряда авторов о симпатико-
адреналовом происхождении VLF-компонента 
спектра ВРС [8]. Для стратификации группы 
беременных по типам нейровегетативной регу-
ляции применяли классификацию спектральных 
видов ВРС, учитывающую соотношение основ-
ных частотных компонентов и общую энергети-
ку колебаний кардиоритма [9, 10]. Нелинейные 
характеристики ритма сердца оценивались по 
параметру детрентного флуктуационного ана-
лиза (DFA) и показателю аппроксимированной 
энтропии (ApEn) [11, 12]. 

Сравнение средних групповых величин по-
казателей осуществляли по критерию t Стъю-
дента, сравнение процентов – по критерию φ 
Р. Фишера [13]. Применяли дисперсионный 
анализ с вычислением F-критерия Р. Фишера. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Контрольная (КГ) и основная (ОГ) группы 
женщин существенно различались по средним 
показателям догестационной массы тела (ин-
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декс Кетле 20,9 ± 5,5 и 24,4 ± 5,2 кг/м2 соот-
ветственно, p < 0,001), сроку родоразрешения 
(КГ: 39,1 ± 0,6; ОГ: 38,4 ± 2,1 недель, p < 0,01) 
и среднединамическому АД (КГ: 80,0 ± 8,1; ОГ: 
85,1 ± 10,0 мм рт. ст., p < 0,01). Не было значи-
тельных различий между группами по показа-
телям возраста, гестационного срока на момент 
обследования и проценту первородящих. Также 
не было существенных различий по средним ве-
личинам частоты сердечных сокращений (ЧСС), 
RR, Var (вариационный размах кардиоинтер-
вала), DFA, ApEn, спектральных компонентов 
ВРС (HF, низкочастотный компонент LF, VLF) 
и вагосимпатического индекса (отношение HF/
VLF). Показатели приведены как среднее ариф-
метическое значение и стандартное отклонение 
(M ± SD).

Следовательно, по показателям ВРС матери, 
зарегистрированным в сроках около 20 недели 
гестации, в статическом положении обследуе-
мых не наблюдалось влияния патологических 
процессов, приводящих впоследствии к форми-
рованию позднего гестоза. 

При анализе показателей ЧСС и вариабель-
ности ритма сердца на фоне нагрузочных проб 
получены следующие результаты (табл. 1). Уве-
личение ЧСС и, соответственно, снижение сред-
ней длительности кардиоинтервала при умс-
твенном тесте было отчетливым в контрольной 
группе (p < 0,001) и имело характер тенденции 
в основной группе беременных (p ≤ 0,10). По 
всей вероятности, во втором случае недоста-

точная статистическая достоверность эффекта 
зависела от небольшого числа обследованных в 
группе, хотя прирост ЧСС в процентном выра-
жении был аналогичным таковому в контроле 
(5,2 и 5,9 % соответственно). Ответ ЧСС и RR 
на дыхательную пробу оказался незначитель-
ным в обеих группах беременных.

Увеличение параметра DFA и снижение рес-
пираторного компонента ВРС (HF) в контроль-
ной группе при умственной нагрузочной пробе 
(p < 0,05 и p < 0,01 соответственно), как и воз-
растание ЧСС, очевидно, зависело от симпати-
ческой активации при данном тесте. Снижение 
вагосимпатического индекса было обусловлено 
депрессией HF. В то же время наблюдалось зна-
чительное уменьшение величины барорецептор-
ного компонента спектра ВРС (LF) с уровнем 
достоверности p < 0,001. В основной группе бе-
ре менных сдвиг показателей при умственной на-
гру зочной пробе по отношению к их фоновой ве-
личине оказался статистически недостоверным .

Дыхательная проба вызывала существенное 
изменение величин DFA (в сторону снижения), 
LF и вагосимпатического индекса ВСИ (в сто-
рону возрастания) в контрольной группе. В ос-
новной группе беременных близким к достовер-
ному было лишь увеличение вагосимпатическо-
го индекса. 

Следовательно, наблюдались реципрокные 
нагрузочные сдвиги ряда показателей ВРС, в 
целом соответствующие представлению о сим-
патической активации при умственном тесте 

Таблица 1
 Нагрузочная динамика показателей частоты и вариабельности ритма сердца у женщин 
 с физиологическим течением беременности и при гестозе (M ± SD) 

Показатель
Группа беременных

Контрольная, n = 97 Гестоз, n = 32
Фон Ум Г/в Фон Ум Г/в

ЧСС, уд/мин 90,1 ± 10,5 95,4 ± 11,6*** 91,5 ± 10,4 89,6 ± 9,8 94,3 ± 10,1▼ 90,5 ± 9,8
RR, мс 673 ± 75 636 ± 73*** 662 ± 72 679 ± 77 645 ± 75▼ 669 ± 78
Var, мс 163 ± 65 148 ± 53 170 ± 61 166 ± 78 163 ± 74 189 ± 99
DFA 0,80 ± 0,16 0,86 ± 0,19* 0,74 ± 0,24* 0,81 ± 0,21 0,86 ± 0,19 0,74 ± 0,22
ApEn 2,00 ± 0,58 1,80 ± 0,53* 2,16 ± 0,58 2,07 ± 0,69 1,80 ± 0,69 2,21 ± 0,76
HF 1,00 ± 0,54 0,78 ± 0,49** 1,11 ± 0,56 0,97 ± 0,59 0,75 ± 0,56 1,14 ± 0,61
LF 1,00 ± 0,41 0,80 ± 0,35*** 1,21 ± 0,57** 0,99 ± 0,42 0,88 ± 0,44 1,20 ± 0,63
VLF 1,53 ± 0,42 1,46 ± 0,41 1,51 ± 0,36 1,53 ± 0,42 1,42 ± 0,43 1,48 ± 0,39
ВСИ 0,72 ± 0,24 0,61 ± 0,25** 0,80 ± 0,31* 0,69 ± 0,27 0,59 ± 0,26 0,84 ± 0,34▼)

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 Фон – исходное состояние покоя; Ум – умственная нагрузочная проба (счет в 
уме); Г/в – гипервентиляция; Var – вариационный размах кардиоинтервала (разница между максимальным и мини-
мальным значениями RR в вариационном ряду); показатели ВРС даны в десятичных логарифмах спектральной плот-
ности мощности (мс2/Гц); уровень достоверности отличий от фоновой величины показателя (критерий t Стъюдента): 
▼ – p ≤ 0,10, * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001.
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и повышении парасимпатической активности 
при дыхательной пробе. Учитывая однотипный 
характер указанных сдвигов в контрольной и 
основной группах, можно предполагать неспе-
цифический их характер по отношению к фак-
тору патологии беременности в форме позднего 
гестоза. Другими словами, при анализе средних 
величин как в статических, так и в динамичес-
ких (на фоне умственного и дыхательного тес-
тов) условиях, не было найдено достоверных 
критериев риска развития позднего гестоза бе-
ременных.

Отсутствие значимых критериев риска мог-
ло быть обусловлено индивидуальными разли-
чиями видов ВРС, формирующих подгруппы 
беременных в соответствии с типом нейровеге-
тативной регуляции. Для проверки этого пред-
положения был проведен двухфакторный дис-
персионный анализ по результирующим при-
знакам вагосимпатического индекса и нелиней-
ной динамики ритма сердца. Выбор последней 
обусловлен наибольшей чувствительностью не-
линейных показателей к фактору гестационной 
патологии, что было показано нами в предыду-
щей работе [14]. Анализируемыми факторами 
влияния были «норма беременности / гестоз» 
(Н/Г), с одной стороны, и «спектральный вид 
ВРС» (СпВРС), с другой. Оба фактора изуча-
лись по их вкладу в дисперсию ВСИ и нелиней-
ной динамики на фоне умственной и дыхатель-
ной нагрузочных проб. 

Согласно полученным данным (табл. 2), из-
менчивость вагосимпатического индекса была 
существенной при дыхательной нагрузочной 
пробе, но не при умственном тесте. При этом 
значимым оказался фактор «спектральный вид 
ВРС», вклад которого в дисперсию вагосимпа-
тического индекса на фоне гипервентиляции 
оценивался с уровнем достоверности p < 0,01. 
Но особенно важным для данного исследования 
явился факт выраженного влияния на диспер-
сию ВСИ комплексного фактора, представляю-
щего взаимодействие Н/Г и СпВРС (p < 0,05). 
Это означало, что фактор «норма беременнос-
ти / гестоз» оказывал значительное влияние на 

вагосимпатический индекс при дыхательной 
нагрузке, но не в целом, а лишь при определен-
ных видах нейровегетативной регуляции у бе-
ременных.

С целью уточнения этих видов был прове-
ден анализ динамики средних показателей в 
подгруппах беременных с различными вариан-
тами ВРС. Результаты свидетельствовали о том, 
что единственным видом ВРС, при котором 
динамика вагосимпатического индекса на фоне 
гипервентиляции являлась значимой, был де-
прессивный вариант I типа (ДI). Согласно при-
нятой нами классификации [6, 9, 10], данный 
вид ВРС отражает повышенную симпатическую 
активность. Прирост ВСИ при дыхательной на-
грузке у беременных с повышенной симпати-
ческой активностью в исходном состоянии и с 
последующей патологией в форме гестоза со-
ставил в среднем +48 % (p < 0,01). В контроль-
ной группе женщин с тем же видом ВРС и в тех 
же условиях тестирования сдвиг ВСИ оказался 
незначительным. Следовательно, дифференци-
альным критерием между нормой беременности 
и скрытыми процессами, приводящими к гесто-
зу, является характерная динамика в ответ на 
умеренную гипервентиляцию в виде значитель-
ного прироста вагосимпатического индекса при 
условии исходно повышенного симпатического 
тонуса.

Следует отметить, что динамика ВСИ в 
виде увеличения показателя при гипервенти-
ляции является обычной у беременных и осо-
бенно выражена в ранних сроках гестации при 
исходно депрессивных видах спектра ВРС [6]. 
Отличительной чертой основной группы жен-
щин, по данным настоящего исследования, был 
чрезвычайно резкий прирост ВСИ, так как поч-
ти 1,5-кратный его сдвиг для среднегрупповой 
величины является необычно высоким.

Дисперсионный анализ нелинейной вари-
абельности кардиоритма по показателю ApEn 
не дал значимых результатов. Такой же анализ 
по параметру DFA (табл. 3) выявил достовер-
ные признаки влияния на указанный параметр 
комплексного фактора (взаимодействие Н/Г и 

Таблица 2
 Дисперсионный анализ влияния нагрузочных проб на вагосимпатическое соотношение 
 у беременных контрольной и основной групп 

Источник варьирования (фактор)
Критерий F Фишера Уровень достоверности
Ум Г/в Ум Г/в

Норма беременности / гестоз 0,0 2,7 > 0,05 > 0,05
Спектральный вид ВРС 1,2 5,5 > 0,05 0,01

Взаимодействие факторов 0,7 3,1 > 0,05 0,05



26 БЮЛЛЕТЕНЬ СО РАМН, ТОМ 32, № 6, 2012

Клещеногов С.А. Прогностические критерии гестоза беременных… /c. 22–28

СпВРС) при обеих использованных нагрузоч-
ных пробах (p < 0,01). В свою очередь эти ре-
зультаты зависели от существенной динамики 
DFA при двух видах ВРС: 1) ваготоническом и 
2) депрессивном I типа. При ваготонической ре-
гуляции в основной группе беременных наблю-
далось выраженное повышение DFA по сравне-
нию с исходной величиной показателя как на 
фоне умственной пробы (+33,6 %, p < 0,001), 
так и при гипервентиляции (+58,1 %, p < 0,001). 
Противоположная направленность сдвигов DFA 
у женщин основной группы наблюдалась при 
симпатикотонической регуляции (депрессив-
ный вариант ВРС I типа) – в виде выраженного 
снижения показателя на фоне гипервентиляции 
(–30,1 %, p < 0,001) и менее отчетливого сниже-
ния при умственном тесте (–8,2 %, p < 0,10).

Обращает на себя внимание однонаправлен-
ная изменчивость DFA в основной группе бере-
менных при различных внешних воздействиях, 
моделирующих симпатическую (ментальный 
«стресс») и парасимпатическую (дыхательная 
проба) активацию. В контрольной группе бере-
менных изменения DFA в тех же условиях были 
незначительными.

Следовательно, дифференциальным крите-
рием нормы беременности и гестоза по пара-
метру нелинейной вариабельности ритма серд-
ца (DFA) служила динамика данного показателя 
при умственном «стрессе» и гипервентиляции. 

При этом фактором риска являлся вегетативный 
дисбаланс, проявляющийся в виде признаков 
как парасимпатикотонического, так и симпати-
котонического характера в исходном состоянии 
обследуемых.

На диаграмме (см. рисунок) представлено 
процентное распределение различных спект-
ральных видов ВРС в контрольной и основной 
группах беременных. Видно, что у женщин с 
последующими осложнениями беременности в 
форме позднего гестоза (панель справа) значи-
тельно преобладал процент депрессивного вида 
ВРС I типа (ДI) и вариант с повышенной баро-
рефлекторной активностью (Бар) по сравнению 
с контрольной группой (КГ: 17,5 и 9,3 %; ОГ: 
34,4 и 25 %; p < 0,03 и p < 0,02 соответствен-
но). В этой же группе были снижены процент-
ные доли оптимального (Опт) и ваготоническо-
го (Ваг) видов ВРС (КГ: 24,7 и 30 %; ОГ: 9,4 
и 15,6 %; p < 0,02 и p < 0,05 соответственно). 
Отсюда «группа риска» с отмеченными выше 
характеристиками динамики DFA при нагрузоч-
ных пробах и исходно тестируемым вегетатив-
ным дисбалансом (ДI + Ваг) составляла 50 % 
обследованных основной группы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основным результатом данной работы мы 
считаем установление прогностически значи-

Таблица 3
 Дисперсионный анализ влияния нагрузочных проб на параметр DFA у беременных 
 контрольной и основной групп 

Источник 
варьирования (фактор)

Критерий F Фишера Уровень достоверности
Ум Г/в Ум Г/в

Норма беременности / гестоз 0,6 0,0 > 0,05 > 0,05
Спектральный вид ВРС 0,6 2,5 > 0,05 0,05

Взаимодействие факторов 4,8 9,9 0,01 0,01

Рис. Процентное распределение различных спектральных видов вариабельности ритма сердца у беременных 
конт рольной (а) и основной (б) групп: Опт – оптимальный; Ваг – ваготонический; Бар – бароактивный; 
ДII – депрессивный II типа; ДI – депрессивный I типа
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мых критериев скрытых патологических про-
цессов, приводящих в последующем, в более 
поздних сроках, к формированию гестоза. По-
казано, что наиболее ценным признаком такого 
рода являются изменения величины параметра 
детрентного флуктуационного анализа кардио-
ритма матери при предъявлении функциональ-
ных нагрузочных проб: умственной (счет в уме) 
и дыхательной (гипервентиляция умеренной ин-
тенсивности). При этом наблюдается типичная 
только для женщин с патологическим течением 
беременности динамика DFA, различающаяся 
по направленности в зависимости от исходно-
го типа вегетативного дисбаланса в организме 
женщины. Найдено, что в группу риска по оз-
наченному признаку входили беременные с фо-
новым изменением вагосимпатического индекса 
по типу как парасимпатикотонии, так и симпа-
тикотонии. В целом таких случаев оказалось 
50 % от общего количества женщин основной 
группы.

Является перспективным в прикладном ас-
пекте представление об индивидуально, воз-
можно генетически, преформированных осо-
бенностях нейровегетативной регуляции, опре-
деляющих повышенный риск развития гестоза. 
Наиболее ценно то, что найденные в данном 
исследовании физиологические критерии риска 
определяются относительно простым бескров-
ным методом с высокой информативностью и 
воспроизводимостью результатов.
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PROGNOSTIC CRITERIA FOR PREECLAMPSIA ON THE DATA 
OF MATERNAL CARDIAC RHYTHM VARIABILITY 

Sergei Aleksandrovich KLESHCHENOGOV 
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654041, Novokuznetsk, Kutuzov str., 23

In order to search for early prognostic criteria of preeclampsia (P) the measures of cardiac rhythm variability (CRV) 
were explored in 32 pregnants with afterwards P manifestation and 97 healthy women (H) with uncomplicated preg-
nancy at terms near 20 weeks of gestation. Dynamic characteristics of non-linear CRV (parameter of Detrended Fluc-
tuation Analysis, DFA) were shown to be the most valuable signs for differentiation between P and H against mental 
(calculation in mind, Cal) and respiratory (deep breathing with a voluntary periodicity, Rsp) loading tests. Prominent 
DFA changes were found in P with initial autonomic disbalance: increase against parasympathetic prevalence (Cal: 
+33.6 %, p < 0.001; Rsp: +58.1 %, p < 0.001 in comparison with rest level) and decrease upon sympathetic predomi-
nance (Cal: –30.1 %, p < 0.001; Rsp: –8.2 %, p < 0.10). There were no such effects in H group. It has been concluded 
that changes of non-linear CRV under condition of mental and respiratory loading tests are the relevant criteria for 
prediction of preeclampsia at pre-clinical stage of its development.

Key words: pregnancy, heart rate variability, loading tests. 
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ПОКАЗАТЕЛИ ВНЕШНЕГО ДЫХАHИЯ У ПРАКТИЧЕСКИ 
ЗДОРОВЫХ ЮНОШЕЙ-ЯКУТОВ
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Цель исследования − проведение спирографических исследований у юношей-якутов, представителей урбани-
зированного этноса, для установления региональной возрастной нормы основных параметров внешнего дыха-
ния. Методы: компьютерная спирография. Результаты: фактические значения объемно-временных показателей 
внешнего дыхания у юношей-якутов соответствовали нижней границе возрастной нормы, рассчитанной для 
жителей средних широт. Полученные величины параметров внешнего дыхания адекватны уровню физическо-
го развития современных урбанизированных этносов и могут служить региональной возрастной нормой.

Ключевые слова: показатели спирометрии, урбанизация, якуты.

Система дыхания как одна из немногочис-
ленных, обращенных во внешнюю среду, под-
вержена существенному влиянию неблагопри-
ятных природно-климатических факторов Севе-
ра. В связи с усилением энерготрат организма 
в экстремальных условиях Севера этой системе 
отводится особая роль по обеспечению повы-
шенных потребностей в кислороде. 

Характер и уровень заболеваемости северян 
свидетельствуют о неблагоприятной ситуации в 
отношении поражения органов дыхания. Заболе-
вания органов дыхания в Республике Саха (Яку-
тия) составляют более 40 % всей обращаемости, 
что примерно в 2 раза выше средних данных по 
РФ. Особенно высока заболеваемость в районах 
жесткого арктического климата [4]. В регионах 
Крайнего Севера отмечается более тяжелое те-
чение патологии органов дыхания как у корен-
ного, так и у приезжего населения [2, 6]. Учи-
тывая уязвимость системы внешнего дыхания к 
воздействию природно-климатических факто-
ров и высокую частоту хронических неспеци-
фических заболеваний легких в Якутии, крайне 
важно определение диапазона физиологических 
параметров этой системы у практически здоро-
вых лиц, проживающих в экстремальных усло-
виях среды. Таким образом, проблема изучения 
особенностей состояния кислородтранспортных 

функций у северян – одна из актуальных про-
блем адаптации человека.

Целью работы явилось проведение спи-
рографических исследований у юношей-якутов, 
представителей урбанизированного этноса, для 
установления региональной возрастной нормы 
основных параметров внешнего дыхания. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования были 113 практи-
чески здоровых юношей-якутов (студенты ме-
дицинского института Северо-Восточного феде-
рального университета) в возрасте от 18 лет до 
21 года, занимающихся физической культурой 
по программе вуза. Спирометрические иссле-
дования выполнены в условиях лаборатории в 
утренние часы при информированном согласии 
студентов. Исследование функции внешнего 
дыхания проводилось на спирографе компью-
терной диагностической системы «Валента» 
(Санкт-Петербург, ПО «Нео») в положении 
сидя. В программном обеспечении заложено 
приведение объемных и скоростных показателей 
к системе BTPS и сравнивание с должными ве-
личинами [15]. Исследования проводили весной 
(апрель 2009 г.) на 45 юношах и зимой (февраль 
и декабрь 2010 г.) на 68 юношах. Оценивались 
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следующие показатели: ЖЕЛ – жизненная ем-
кость вдоха, л; Тфжел – время форсированного 
выдоха, с; ФЖЕЛ – форсированная жизненная 
емкость легких, л; ОФВ1 – объем форсирован-
ного выдоха за первую секунду, л; Тпос – вре-
мя достижения пиковой объемной скорости, с; 
ПОС – пиковая объемная скорость выдоха, л/с; 
МОС25 – мгновенная объемная скорость на уров-
не 25 % ФЖЕЛ, л/с; МОС50 – то же на уровне 
50 % ФЖЕЛ, л/с; МОС75 – то же на уровне 75 % 
ФЖЕЛ, л/с, ОФВ1/ЖЕЛ, % – индекс Тиффно. 
Выполнение маневров для определения ЖЕЛ 
и ФЖЕЛ проводилось последовательно. В про-
цессе одного исследования использовалось три 
повторных измерения.

Статистическую обработку результатов ис -
следования проводили, вычисляя среднее ариф-
ме тическое значение (М), ошибку среднего 
ариф метического значения (m), и представляли 
в виде M ± m. Различия между группами оцени-
вали с помощью t-критерия Стъюдента, достовер-
ными считались результаты при р < 0,05 [11]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведенных исследований пока-
зали, что рост обследованных студентов состав-
ляет 173,2 ± 0,56 см, масса тела 64,2 ± 0,95 кг, 
что согласуется с данными других авторов [3, 
10], установившими достоверно меньшие значе-
ния указанных антропометрических показателей 
у юношей-якутов по сравнению с юношами-ев-
ропеоидами, проживающими в Якутии. 

Исследование ЖЕЛ выявило, что ее факти-
ческая величина ниже должного значения на 
17,1 % (см. таблицу). Ранее также обнаружены 
достоверно меньшие значения ЖЕЛ у юно-
шей-якутов (3,57 ± 0,04 л), чем у юношей-ев-
ропеоидов, постоянно проживающих в Якутии 
(4,01 ± 0,12 л) [10]. На низкие значения ЖЕЛ 
относительно должных величин у якутов ука-
зывают и другие авторы [5, 9]. Существенное 
уменьшение ЖЕЛ (до 64 % к должному значе-
нию) выявлено у девушек-ханты – студенток 
Ямала [7]. Снижение ЖЕЛ у современных юно-
шей-якутов, возможно, связано с внелегочными 
рестриктивными изменениями, обусловленны-
ми ограниченной подвижностью грудной клет-
ки из-за относительно слабого развития вспо-
могательных дыхательных мышц. Известно, что 
у юношей-якутов (студенты Северо-Восточного 
федерального университета) достоверно ниже 
показатели мышечной массы компонентного 
состава тела, значимо меньшие значения абсо-
лютных показателей кистевой и становой силы 

относительно юношей-европеоидов, живущих в 
Якутии [3, 10]. 

Исследовались показатели проходимости 
воздухоносных путей: ФЖЕЛ, ОФВ1, ИТ, ПОС, 
МОС25, МОС50, МОС75 . Границей нормальных 
значений этих показателей считается 80 % от 
должной величины (д.в.) [13]. 

Фактическая величина ФЖЕЛ оказалась 
ниже должного значения на 22,5 % (см. табли-
цу). Объем форсированного выдоха, показываю-
щий тот объем, который испытуемый способен 
выдохнуть за первую секунду при максимально 
быстром и глубоком выдохе после предвари-
тельного максимального вдоха (ОФВ1), тоже 
был меньше на 20,9 % от должной величины. 
Наибольшая скорость воздушного потока пос-
ле выдоха первых 20 % ФЖЕЛ (ПОС) была 
снижена на 19,3 % от должного значения. Еще 
большее уменьшение ПОС – на 30 % от долж-
ных величин – отмечено у девушек-ханты [7]. 
В ходе изучения проходимости крупных брон-
хов (МОС25) выявлено снижение показателя на 
17,4 %. Также отмечено некоторое уменьше-
ние (на 8,8 %) проходимости средних бронхов 
(МОС50). В развитии этих функциональных из-
менений, наряду с холодом, играет роль такой 
фактор природной среды Крайнего Севера, как 
низкое абсолютное содержание водяных паров 
в атмосфере [14]. Среднегодовое абсолютное 
содержание влаги в атмосферном воздухе при-
полярных областей ниже, чем в воздухе пус-
тынь, так как при сильном морозе вода вымер-
зает. Прямое действие охлажденного и сухого 
воздуха на верхние дыхательные пути и брон-
хиальное дерево вызывает снижение темпера-
туры слизистых оболочек воздухоносных пу-
тей, рефлекторное сокращение гладких мышц 

Таблица
Объемно-временные показатели внешнего 

дыхания у юношей-якутов

Показатель
Величина

Фактическая В % к должной

ЖЕЛ, л 3,94 ± 0,07 82,9 ± 1,31
Tфжел, с 1,53±0,06 −
ФЖЕЛ, л 3,57 ± 0,05 77,5 ±1,02
ОФВ1, л 3,21 ± 0,04 79,1 ± 0,89
Тпос, с 0,3±0,02 −
ПОС, л/с 7,11± 0,12 80,7 ± 1,28
МОС25, л/с 6,50 ± 0,12 82,6 ± 1,47
МОС50, л/с 4,99 ± 0,10 91,2 ± 1,83
МОС75, л/с 3,07 ± 0,08 113,9 ± 2,90
Индекс Тиффно, % 82,8 ± 1,03 97,1 ± 1,20
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бронхов и сужение их просвета [8]. Показатель 
проходимости мелких бронхов (МОС75) оказал-
ся выше должных величин на 13,9 %. В иссле-
дованиях О.П. Бартош и А.Я. Со колова [1] от-
мечено увеличение проходимости мелких брон-
хов у восемнадцатилетних юношей, постоянно 
проживающих в Магадане, на 70,1 % относи-
тельно должных величин. А.Г. Ма рачевым [6] 
установлен повышенный синтез сурфактанта 
в бронхиолах и альвеолах аборигенов Севера. 
Сурфактант, стабилизируя просвет бронхиол и 
альвеол при максимальном выдохе, препятс-
твует сужению просвета мелких бронхов, что 
и обеспечивает высокую скорость воздушного 
потока в них.

В наших исследованиях фактическое значе-
ние индекса Тиффно, характеризующего про-
ходимость бронхов, составляет 82,8 %, что не 
значительно ниже должной величины (97,1 %). 
Е.П. Васильев [2] указывает на нормальную ве-
личину индекса Тиффно у практически здоро-
вых жителей Республики Саха (Якутия) различ-
ной этнической принадлежности (якуты, рус-
ские), находящихся в состоянии покоя. Однако 
после физической нагрузки на велоэргометре 
показатели теста Тиффно восстановились лишь 
через 15 минут, что, по мнению автора, свиде-
тельствует о признаках умеренно выраженной 
обструкции бронхиального дерева.

Исследование сезонной динамики ЖЕЛ по-
казало, что резервные возможности внешнего 
дыхания в зимний и весенний периоды года до-
стоверных различий не имеют (см. рисунок). В 
то же время показатель, характеризующий про-
ходимость бронхов (ОФВ1), значимо (p < 0,05) 
выше зимой (80,9 ± 1,13 % от должного), чем 
весной (76,4 ± 1,33 % от должного). Такую же 
динамику имеют величины индекса Тиффно, 
зимой составившего 99,7 ± 1,56 % от должного, 
весной – 93,2 ± 1,67 % (p < 0,01). 

Следует учесть, что должные значения пара-
метров функции внешнего дыхания, по отноше-
нию к которым проведены сравнения получен-
ных нами данных, были разработаны для попу-
ляции жителей Центрально-Европейской части. 
Выявленные нами сниженные, относительно 
должных, фактические значения параметров 
функции внешнего дыхания еще не свидетель-
ствуют о недостаточности резервных возмож-
ностей данной системы, а, возможно, являются 
«вариантом нормы» у современных юношей-
якутов – представителей популяции урбанизи-
рованного этноса. Обследуемые юноши зани-
маются преимущественно умственным трудом, 
что в сочетании с низким уровнем двигательной 
активности приводит к уменьшению мышечной 
массы и силы мышц грудной клетки.

Рис. Объемно-временные показатели внешнего дыхания (в % к должным) у юношей-якутов в зимний (декабрь; 1) 
и весенний (апрель; 2) сезоны
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Растущая урбанизация отражается на адап-
тивной перестройке аппарата внешнего дыха-
ния юношей-якутов. Благоустроенность жизни, 
европейский тип питания, низкий двигательный 
режим уменьшают уровень физического разви-
тия студентов-якутов [10, 12]. В этих условиях 
полученные нами значения объемно-временных 
показателей внешнего дыхания, соответствую-
щие нижней границе среднеширотной нормы, 
могут служить регионарной адаптивной нормой 
для современных юношей-якутов. 
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Обзор посвящен вопросам применения лучевой терапии у больных раком молочной железы после выполне-
ния радикальной мастэктомии. Представлена проблема выбора объема адъювантной лучевой терапии с уче-
том клинико-морфологических факторов прогноза.

Ключевые слова: рак молочной железы, радикальная мастэктомия, локорегионарный рецидив, адъювант-
ная лучевая терапия.

Общеизвестно, что в лечении больных ра-
ком молочной железы (РМЖ) применяется ком-
плексный подход, неотъемлемым компонентом 
которого является лучевая терапия. Целесооб-
разность назначения адъювантной лучевой те-
рапии (АЛТ) и ее эффективность после выпол-
нения радикальной мастэктомии изучались мно-
гими специалистами на протяжении нескольких 
десятилетий [27, 28, 32−34, 39, 44]. Так, в кон-
це 90-х годов были опубликованы результаты 
крупных рандомизированных исследований, 
проведенных в Дании, которые показали, что 
применение АЛТ приводит к статистически 
значимому снижению частоты локорегионар-
ных рецидивов с 32 до 9 % как в группе паци-
енток, получавших системную химиотерапию 
[33], так и у постменопаузальных больных (с 35 
до 8 %, p < 0,001), которым проводилась гормо-
нотерапия [34]. При этом наибольшая эффек-
тивность послеоперационной лучевой терапии 
наблюдалась у пациенток с высоким риском 
рецидивирования – размером опухолевого оча-
га от 5 см и выше и наличием более трех ре-
гионарных лимфатических узлов, пораженных 
метастазами. Аналогичные данные были пред-
ставлены в рекомендациях американской ассо-
циации врачей-онкологов (ASCO, 2001). Мета-
анализ 78 проспективных рандомизированных 

исследований, проведенный группой по изуче-
нию раннего рака молочной железы (EBCTG), 
также подтвердил значительную эффективность 
послеоперационной лучевой терапии в отноше-
нии контроля местных рецидивов и увеличении 
отдаленной общей выживаемости [16, 17]. 

На сегодняшний день среди радиационных 
онкологов существует единая точка зрения, что 
адъювантную лучевую терапию следует прово-
дить больным РМЖ с исходно большими раз-
мерами первичной опухоли (Т3-4) вне зависи-
мости от поражения лимфоузлов, а также при 
морфологическом подтверждении вовлеченнос-
ти в опухолевый процесс трех и более лимфа-
тических узлов. Однако весьма неоднозначным 
является вопрос о целесообразности назначения 
адъювантной лучевой терапии больным с мень-
шими размерами опухоли и наличием от одного 
до трех «позитивных» в отношении метастазов 
лимфоузлов. Опрос европейских онкологов по-
казал значительное расхождение взглядов среди 
специалистов. Так, за проведение облучения у 
этого контингента пациентов в Италии высказа-
лось 19 %, в Испании и Португалии – до 74 % 
исследователей [14]. Но все-таки наибольший 
интерес представляет точка зрения, согласно 
которой назначать АЛТ этим больным следует 
с учетом дополнительных прогностических кри-
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териев [10, 30, 37, 40]. Основанием для такого 
вывода явились результаты ранее выполненных 
исследований, которые показали, что наиболь-
шая эффективность послеоперационной луче-
вой терапии наблюдалась у больных с высоким 
риском развития локорегионарного рецидива 
[30, 32, 39]. Такая позиция нашла отражение 
в рекомендациях американского сообщества 
радиологов (ACR, 2009): в случае небольшого 
размера опухолевого очага (Т1–2) и при наличии 
1–3 пораженных опухолевыми клетками лимфо-
узлов целесообразен индивидуальный подход к 
планированию АЛТ. По мнению большинства 
как европейских, так и американских экспертов, 
он должен базироваться на учете прогностичес-
ки значимых клинических (возраст больных, 
состояние менструальной функции) и морфоло-
гических (размер первичной опухоли, количес-
тво метастатических лимфатических узлов, на-
личие лимфоваскулярной инвазии, прорастание 
опухолью капсулы лимфоузла, близость границ 
опухоли во время операции, степень дифферен-
цировки новообразования) факторов, сопряжен-
ных с риском развития рецидива РМЖ [10, 21, 
23–25, 38, 44, 50].

В качестве одного из важных прогностичес-
ких параметров рассматривается возраст паци-
енток. По мнению панели экспертов (Сан Гален, 
2009), возраст менее 35 лет является независи-
мым фактором риска в отношении развития мест-
ного рецидива опухоли и отдаленного метаста-
зирования безотносительно к другим признакам 
[8]. Согласно исследованию P. Anderson с со-
авт., возраст больных моложе 35 лет, имеющих 
от одного до трех метастатических лимфоузлов, 
ассоциируется с повышением риска местного 
рецидива на 20 % по сравнению с больными 
старше 35 лет [11]. По данным Ж.А. Жогиной 
с соавт., наибольшее количество местных реци-
дивов зарегистрировано у больных РМЖ до 40 
лет, при этом пятилетняя безрецидивная выжи-
ваемость составила 78,1 ± 11,1 %, тогда как у 
пациенток старше 50 лет – 83,3 ± 7,6 % [5]. Не-
малый интерес представляют данные A. Nixon с 
соавт., [31], которые, проанализировав резуль-
таты лечения 1398 больных РМЖ с Т1–Т2, по-
казали, что у женщин моложе 35 лет опухоль 
часто ассоциируется с такими неблагоприятны-
ми факторами прогноза, как III степень злока-
чественности, инвазия сосудов, отрицательный 
рецепторный статус опухоли. Эти результаты 
позволили авторам сделать вывод о том, что в 
большей степени именно морфологические ха-
рактеристики опухоли, а не возраст как тако-
вой, определяют прогноз заболевания.

Считается, что возникновение рецидивов 
РМЖ сопряжено также и с состоянием менс-
труальной функции пациенток. Так, по данным 
С.В. Вторушина [2, 3], рецидивы чаще наблю-
дались у больных с сохраненным менструаль-
ным циклом, чем у пациенток, находившихся 
в состоянии менопаузы – в 18 и 11 % случаев 
соответственно. Аналогичные результаты пред-
ставлены в работе И.Б. Щепотина с соавт. [9].

Среди факторов, характеризующих биологи-
ческие особенности опухоли, одним из наибо-
лее значимых параметров, связанных с риском 
развития рецидива РМЖ, является размер пер-
вичного узла. По данным R. Jagsi, диаметр но-
вообразования более 2 см ассоциируется с уве-
личением частоты местных рецидивов до 11 % 
за 10-летний период наблюдения, в то время 
как при опухолевом очаге меньших размеров 
этот показатель составляет всего 3,1 % за ана-
логичный промежуток времени [24]. В работе 
С.В. Вторушина [3] было показано, что у паци-
енток с рецидивом РМЖ изначальный средний 
размер новообразования был достоверно выше, 
чем у больных, у которых не было отмечено 
признаков местного прогрессирования. Следует 
отметить, что литературные данные свидетель-
ствуют о том, что наиболее существенное зна-
чение в отношении увеличения риска развития 
местного рецидива опухоли имеет не столько 
наличие какого-либо одного прогностически 
неблагоприятного фактора, сколько сочетание 
нескольких параметров, таких как, например, 
сохраненная менструальная функция и наличие 
выраженной лимфоваскулярной опухолевой ин-
вазии [42, 50].

При прогнозировании риска развития локо-
регионарных рецидивов и определении дальней-
шей тактики лечения (в том числе и усиления 
местного контроля) значимая роль отводится 
такому фактору, как количество лимфатичес-
ких узлов, пораженных метастазами. Согласно 
исследованию A. Recht с соавт. [38], у больных 
РМЖ с метастатическим поражением 1–3 лим-
фоузлов частота локорегионарных рецидивов 
за 10 лет наблюдения составила 12,9 % и более 
чем в 2 раза чаще наблюдалась у пациенток с 
наличием четырех и более метастатических 
лимфоузлов (28,7 % случаев).

Кроме того, немаловажное значение имеет 
и соотношение числа пораженных метастазами 
лимфатических узлов к общему количеству ис-
следованных лимфоузлов (nodal ratio): показано, 
что по мере его увеличения возрастает и часто-
та локорегионарных рецидивов [41, 45, 47].
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В качестве прогностически значимых крите-
риев рассматриваются такие морфологические 
параметры, как лимфоваскулярная инвазия опу-
холью, заинтересованность в процессе капсулы 
лимфоузла, а также положительный край резек-
ции [10, 22, 25, 29]. A.K. Garg с соавт. выявили, 
что наличие даже одного такого признака, как 
выход опухолевой ткани за пределы капсулы 
лимфоузла, ассоциировалось с трехкратным по-
вышением частоты локорегионарного рецидива 
[19]. Согласно данным W.A. Woodward с соавт. 
[48], применение лучевой терапии у больных с 
сочетанием вышеуказанных признаков привело 
к снижению частоты местных рецидивов за 10- 
лет ний период наблюдения с 13 до 3 %. 

В отношении степени злокачественности 
опухоли было отмечено, что при высокодиф-
ференцированном РМЖ (I степень) рецидивы 
практически отсутствуют, тогда как при II и 
III степени злокачественности они выявляются 
в 5,3 и 10 % случаев соответственно [24]. При 
этом наличие лимфососудистой инвазии в опу-
холевой ткани в сочетании с III степенью зло-
качественности сопряжено со значительным по-
вышением частоты рецидивов [10, 42, 50].

Заслуживающим внимания представляется 
исследование, проведенное в массачусетском 
госпитале и включавшее 877 больных. Было 
показано, что у пациенток с РМЖ даже при 
отсутствии метастазов в лимфатических узлах 
(N0), но с наличием трех или более неблагопри-
ятных факторов прогноза, таких как размер опу-
холевого очага более 2 см, лимфоваскулярная 
инвазия, сохраненная менструальная функция и 
положительный край резекции, частота разви-
тия местного рецидива аналогична той, которая 
наблюдается при наличии метастатически пора-
женных лимфоузлов [24].

В последнее время активно изучается роль 
рецепторного статуса в отношении развития 
местных рецидивов у больных, получавших 
не только системную терапию, но и АЛТ пос-
ле радикальной мастэктомии. В исследовании 
С.В. Вторушина было выявлено, что отрица-
тельный рецепторный статус первичной опухо-
ли (отсутствие рецепторов к эстрогену и к про-
гестерону) сопряжен со значительно большей 
частотой не только регионарных метастазов, но 
и локальных рецидивов [3]. Аналогичные дан-
ные были представлены в работах исследова-
телей университета Майами [36]. Авторы пока-
зали, что частота местных рецидивов была в 2 
раза больше у больных с отрицательным рецеп-
торным статусом. Частота рецидивов у боль-
ных с отсутствием рецепторов к прогестерону 
составила 8,5 %, в то время как у пациенток с 

позитивным статусом – 3,4 %. При этом наи-
худшие результаты были отмечены у больных 
с трипл-негативным раком, у которых местные 
рецидивы определялись в 3 раза чаще, чем у па-
циенток с другими типами РМЖ. 

С представленных позиций становится оче-
видным, что при планировании послеопераци-
онной лучевой терапии, основной целью кото-
рой является оптимизация локорегионарного 
контроля, способствующего улучшению вы-
живаемости, необходимо принимать во внима-
ние основные клинические и морфологические 
факторы, определяющие возможный исход за-
болевания. Вместе с тем однозначного подхода 
к определению значимых как самих отдельных 
клинико-морфологических параметров, так и их 
сочетания на сегодняшний день не существует 
[10, 15, 23, 40, 50].

Еще один нерешенный вопрос касается 
объема тканей, подлежащих лучевому воздейс-
твию. Согласно рекомендациям Национальной 
всеобщей онкологической сети (NCCN, 2009), 
при размере первичной опухоли более 5 см и/
или наличии опухолевых клеток после выполне-
ния радикальной мастэктомии по краю кожных 
лоскутов передняя грудная стенка является об-
ластью наивысшего риска в отношении разви-
тия местного рецидива РМЖ, поэтому в обяза-
тельном порядке должна быть включена в поле 
облучения. В других случаях вопрос о лучевой 
терапии передней грудной стенки подлежит об-
суждению. В то же время эксперты ACR высту-
пают за проведение АЛТ на эту область всем 
больным РМЖ, которым планируется после-
операционная лучевая терапия. Рекомендуемая 
суммарная очаговая доза составляет 50 Гр при 
стандартном режиме фракционирования [13, 
44]. Однако проводятся исследования, направ-
ленные на решение вопроса о возможном сни-
жении суммарной дозы в связи с угрозой разви-
тия отдаленных кардиальных осложнений. Так, 
по данным Ю.А. Понкратовой, Е.В. Хмелевско-
го [7], которые сравнивали эффективность нор-
модозного облучения (50 Гр за 25 фракций на 
область грудной клетки) и низкодозного вари-
анта фракционирования (40 Гр за 20 фракций) 
после радикальной мастэктомии, значимых раз-
личий 5-летней частоты местно-регионарного 
прогрессирования получено не было. 

Кроме того, обсуждается целесообразность 
проведения лучевой терапии на зоны регионар-
ного лимфооттока. По мнению большинства ев-
ропейских радиологов, при адекватно выполнен-
ной аксиллярной лимфодиссекции и отсутствии 
метастатически измененных лимфатических уз-
лов (N0) нет оснований для облучения подмы-
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шечной области (Европейское сообщество спе-
циалистов по раку молочной железы EUSOMA, 
2010). При поражении четырех и более аксил-
лярных лимфоузлов (N2) проведение лучевой 
терапии на эту зону значительно сокращает 
риск развития локорегионарных рецидивов [35, 
37]. В то же время при наличии 1–3 метаста-
тических лимфатических узлов (N1) вопрос об 
облучении подмышечной зоны остается спор-
ным и требует индивидуального подхода [13, 
39, 44]. Это же касается и подходов к облуче-
нию надподключичной области. Данный вопрос 
не является окончательно решенным. Очевидно, 
что наличие в этой зоне лимфатических узлов, 
пораженных метастазами, существенно зависит 
от распространенности опухолевого процесса и 
у некоторых больных может достигать 20–25 % 
[43]. В случае промежуточного (N1) и низкого 
риска рецидивирования (N0) необходим взве-
шенный анализ, учитывающий возможный эф-
фект от проводимой АЛТ и риск развития не-
желательных явлений лучевой терапии надклю-
чичной зоны на уровне верхней доли легкого, 
сосудисто-нервного пучка у основания шеи [40, 
43]. Однако при соответствующей технике, ра-
зовой очаговой дозе (РОД) 2 Гр и суммарной 
очаговой дозе, не превышающей 50 Гр, риск 
развития побочных эффектов остается низким 
[20, 37].

Особое внимание уделяется определению 
показаний к облучению парастернальных лим-
фоузлов. Согласно статистическим данным, 
частота вовлечения в опухолевый процесс этой 
группы лимфатических узлов в значительной 
степени определяется локализацией первичной 
опухоли, а также состоянием подмышечных 
лимфоузлов. Так, у больных с расположением 
опухоли в наружных квадрантах риск метаста-
тического поражения этой группы лимфатичес-
ких узлов составляет не более 3–17 %, при лока-
лизации же очага во внутренних квадрантах он 
может увеличиваться до 35 % [46]. В соответс-
твии с рекомендациям EUSOMA (2010), АЛТ 
следует проводить при локализации опухоли в 
центральных и внутренних квадрантах молоч-
ной железы. Ряд исследований указывает на то, 
что лучевая терапия области парастернальных 
лимфоузлов значительно снижает риск локоре-
гиональных рецидивов и увеличивает выживае-
мость больных РМЖ на 9–16 % [12, 35, 37]. Но 
согласно другой точке зрения, облучение этой 
зоны связано с высоким риском постлучевых 
повреждений, а преимуществ в показателях об-
щей выживаемости у этих пациенток нет. Вы-
раженность же лучевых реакций может быть 

выше, чем основной эффект лучевой терапии, 
так как в зону облучения неизбежно попадают 
органы средостения, легкие, спинной мозг, ко-
торые получают от 25 до 30 % суммарной оча-
говой дозы [1, 4]. 

Согласно принятым стандартам Американ-
ской коллегии радиологии (ACR, 2009) и спе-
циалистов EUSOMA (2010), суммарная оча-
говая доза АЛТ на зоны регионарного лимфо-
оттока должна составлять не менее 45–50 Гр, 
подводимой за 25–28 фракций, при РОД 1,8–2,0 
Гр. Однако в последние годы прослеживается 
тенденция к сокращению длительности курса 
АЛТ за счет выбора альтернативных режимов. 
Так, А.А. Курносов [6] использовал режим ди-
намического фракционирования – РОД 5 Гр 2 
фракции, затем РОД 2 Гр 12–13 фракций (что 
составило 40–44 изоГр при классическом фрак-
ционировании). Автор показал, что данный ре-
жим послеоперационной лучевой терапии спо-
собствовал увеличению показателей 10-летней 
общей выживаемости до 73,4 % по сравнению с 
классическим режимом фракционирования, при 
котором этот показатель был ниже и составил 
59,8 %. Специалисты из Центра лечения рако-
вых заболеваний (MD Anderson Cancer Center, 
США) используют другой вариант фракцио-
нирования – 2,5 Гр за фракцию до суммарной 
дозы 50 Гр в течение 4 недель [18]. В Велико-
британии выполняются исследования по оценке 
влияния величины разовой дозы на эффектив-
ность АЛТ и сравниваются группы больных, 
получающих АЛТ в режиме гипофракциониро-
вания (40 Гр за 15 фракций в течение 3 недель) 
с традиционным (50 Гр за 5 недель) [49]. Окон-
чательных данных еще не получено и исследо-
вания по данному направлению продолжаются. 

Таким образом, с представленных позиций 
становится очевидным, что планирование адек-
ватного объема адъювантной лучевой терапии 
для больных РМЖ, равно как и проведение сис-
темных методов лечения, необходимо осущест-
влять с учетом клинико-морфологических фак-
торов, сопряженных с прогнозом заболевания. 
При этом важно помнить, что стремясь к макси-
мальному контролю над опухолью, радиацион-
ный онколог должен одновременно учитывать 
и риск возможных осложнений, обусловлива-
ющих качество жизни пациенток. Соблюдение 
именно такого баланса позволит определить не 
только высокую эффективность лечения, но и 
обеспечить персонифицированный подход к на-
значению АЛТ.
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РОЛЬ КРЕСТЦА И НИЖНЕПОЯСНИЧНОГО ОТДЕЛА ПОЗВОНОЧНИКА 
В ОПРЕДЕЛЕНИИ ПРОСТРАНСТВЕННОГО ПОЛОЖЕНИЯ И РАЗВИТИИ 
ПАТОЛОГИИ ПРОКСИМАЛЬНОГО ОТДЕЛА БЕДРЕННОЙ КОСТИ

Валерий Михайлович ПРОХОРЕНКО, Петр Сергеевич ТУРКОВ, Виктор Юрьевич КУЗИН, 
Андрей Михайлович ПЕРФИЛЬЕВ

ФГБУ Новосибирский НИИ травматологии и ортопедии Минздравсоцразвития России
630091 г. Новосибирск, ул. Фрунзе, 17

Цель исследования − провести сравнительный анализ взаимосвязи поясничного отдела позвоночника, 
крестца и проксимального отдела бедренной кости на основе предложенного метода. Материал и методы. 
30 пациентам и 10 добровольцам выполнены многосрезовая компьютерная томография бедренной кости 
и рентгенография поясничного отдела позвоночника и крестца в двух проекциях. Осмотрены неврологом 
и вертебрологом. Выполнено определение угловых взаимоотношений между элементами проксимального 
отдела бедренной кости. На рентгенограммах определены угол лордоза поясничного отдела позвоночника 
и положение крестца. Результаты. В контрольной группе добровольцев величины пространственного по-
ложения элементов проксимального отдела бедренной кости составили: антефлексия головки бедренной 
кости 0,0 ± 0,4°, антеверсия шейки бедренной кости 75,6 ± 1 ,2°, антеторсия проксимального отдела бедрен-
ной кости 101,7 ± 0,7°; лордоз в поясничном отделе позвоночника составил 131,0 ± 0,2°, перекос таза 1°, а 
угол наклона крестца 30−40°. В основной группе у всех пациентов наблюдался перекос таза 4,8 ± 0,2° и 
спондилоартроз 1-й степени, у двух человек − гиперлордоз поясничного отдела позвоночника 155,5 ± 0,9° 
и ретроспондилолистез 1-й степени с синдромами фиксированного поясничного лордоза, толчкообразной 
походкой, пояснично-бедренной разгибательной ригидностью и клиникой люмбоишиалгии одно- или двус-
торонней, нормофлексия 0,0 ± 0,4°, ретроверсия 68,0 ± 1,2° и антеторсия 111,0 ± 1,1°. У семи пациентов ос-
новной группы гиполордоз поясничного отдела позвоночника составил 120,6 ± 1,2° с клиникой сгибательной 
контрактуры тазобедренного сустава, из них в 10 тазобедренных суставах – антефлексия 10,2 ± 0,6° и в 3 
нормофлексия 0,0 ± 0,4°. У 8 пациентов выявлена ретроверсия 69,6 ± 0,7°, у 5 − антеверсия 81,5 ± 1,3°, у 9 − 
антеторсия 121,5 ± 1,8°, у 2 − ретроторсия 94,7 ± 0,6°, у 1 − нормоторсии 101,0 ± 1,7°. У одного пациента 
основной группы лордоз в поясничном отделе позвоночника составил 133°, клиники люмбоишалгии и пато-
логии поясничного отдела позвоночника не наблюдалось, нормофлексия 0,0 ± 0,4°, нормоверсия 75,2 ± 0,3°, 
антеторсия 120,5 ± 1,7°. Заключение. Проведенное исследование показывает, что изменение пространствен-
ного положения крестца, поясничного отдела позвоночника и элементов проксимального отдела бедренной 
кости взаимосвязано. Одним из факторов риска развития дегенеративных изменений в поясничном отделе 
позвоночника и тазобедренных суставах является горизонтализация или вертикализация крестца. 

Ключевые слова: таз, поясничный отдел позвоночника, тазобедренный сустав, диагностика.
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Тазобедренный сустав – важнейший сус-
тав для опоры и передвижения человека в про-
странстве, патология которого влечет за собой 
ухудшение функционирования всего опорно-
двигательного аппарата, и в первую очередь 
поясничного отдела позвоночника. Работами 
многих исследователей установлено, что ис-
кривление позвоночника во фронтальной плос-
кости является статическим сколиозом [10]. Из-

вестна причинно-следственная связь между за-
болеваниями поясничного отдела позвоночника 
и тазобедренного сустава, характеризующаяся 
диагностическими данными в зависимости от 
первичности либо сочетанности патологии. 
Этиопатогенетическая зависимость между де-
генеративно-дистрофическими изменениями в 
поясничном отделе позвоночника и крупных 
суставах нижних конечностей отражена в ра-
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ботах многих современных авторов. В работах 
Янсона говорится о наличие перекреста мышеч-
ных спиралей на уровне прямой мышцы бедра, 
что является одним из факторов ортоградной 
статики и прямохождения человека. Для прок-
симального отдела бедренной кости характерно 
отклонение элементов проксимального отдела 
бедренной кости. Как правило, речь идет о про-
странственном взаимоотношении головки, шей-
ки и проксимального отдела бедренной кости. 
Эти соотношения большинством авторов обоз-
начены как анте- и ретрофлексия, анте- и рет-
роверсия, анте- и ретроторсия. Угол, образо-
ванный между осью шейки бедренной кости и 
осью проксимального отдела бедренной кости, 
является углом версии шейки бедренной кости. 
Под термином «версия» A. Meyer (1923) подра-
зумевает поворот шейки бедренной кости без 
участия в нем диафизарного отдела [6]. Угол, 
образованный между осью проксимального 
отдела и надмыщелковой линией бедренной 
кости, является углом торсии проксимального 
отдела бедренной кости. В 1931 году H. Bohm 
описал «торсию» как поворот всего прокси-
мального отдела бедренной кости к плоскости 
мыщелков [6]. 

Оценка биомеханических предпосылок 
развития дегенеративных процессов в прокси-
мальном отделе бедренной кости и в пояснич-
ном отделе позвоночника предполагает анализ 
равенства момента сил обеих кинематических 
спиралей. Так, при уменьшении расстояния 
между большим вертелом и центром ротации 
головки бедренной кости заметно уменьша-
ется плечо, что приводит к пропорционально-
му увеличению мышечной силы и суммарной 
силы, воздействующих на тазобедренный сус-
тав [12], и это возможно при изменении поло-
жения элементов проксимального отдела бед-
ренной кости. В настоящее время часто упот-
ребляется термин деклинация, под которым 
подразумеваются все виды поворотов элемен-
тов проксимального отдела бедренной кости во 
фронтальной плоскости [5, 7, 9]. Однако в ли-
тературе встречаются единичные упоминания 
о положении элементов проксимального отдела 
бедренной кости в горизонтальной плоскости 
и взаимоотношениях с поясничным отделом 
позвоночника, что подчеркивает актуальность 
данного исследования. 

Цель настоящего исследования − анализ 
взаимосвязи процессов в поясничном отделе 
позвоночника и проксимального отдела бед-
ренной кости у пациентов с патологией тазо-
бедренного сустава c клиникой поясничного 
межпозвонкового остеохондроза в различной 

степени его проявления и без таковой для оп-
ределения факторов риска.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Проведена многосрезовая компьютерная то-
мография (МСКТ) (TOSHIBA Agulion64, Япо-
ния) на базе Новосибирского НИИ травматоло-
гии и ортопедии. Обследованы 30 пациентов с 
дегенеративными изменениями тазобедренных 
суставов и с болями в поясничном отделе поз-
воночника и 10 добровольцев с неизмененными 
тазобедренными суставами и без неврологи-
ческой патологии. Основную группу состави-
ли пациенты в возрасте от 24 до 75 лет с од-
носторонним (20 человек) и двусторонним (10 
человек) поражением тазобедренных суставов 
и с наличием болей в поясничном отделе поз-
воночника с иррадиацией в правую или левую 
нижнюю конечность. Рентгенологически изме-
нения поясничного отдела позвоночника прояв-
лялись распространенным остеохондрозом на 
нижнепоясничном уровне, распространенным 
спондилезом 1–2 степени на поясничном уров-
не, спондилоартрозом 2–3 степени, дегенера-
тивным спондилолистезом позвонков пояснич-
ного отдела позвоночника до 7 мм 1-й степени, 
с неоартрозом между остистыми отростками 
на уровне позвонков L1-S1. Все пациенты ос-
мотрены невропатологом, которым был уста-
новлен диагноз поясничного межпозвонкового 
остеохондроза. Клиническая оценка болей в 
поясничном отделе позвоночника с одно- или 
двусторонней люмбоишиалгией проявлялась 
фиксированным поясничным лордозом, толчко-
образной походкой, пояснично-бедренной раз-
гибательной ригидностью, болью в пояснице с 
иррадиацией в одну или обе нижние конечнос-
ти по задней поверхности бедер и голеней. При 
оценке патологии тазобедренного сустава на-
блюдался болевой синдром, комбинированная 
контрактура пораженного сустава и гипотро-
фия мышечного рельефа. Контрольная группа 
состояла из 10 здоровых людей с неизмененны-
ми тазобедренными суставами и без неврологи-
ческой симптоматики в возрасте от 18 до 50 лет 
без рентгенологически значимых изменений. 
Предварительно проведенный статистический 
анализ показал, что полученные группы не 
различались по возрасту (р > 0,05), поэтому в 
дальнейшем распределение материала по воз-
растным группам не проводилось. 

На МСКТ-томограммах в сагиттальной 
плоскости на уровне позвонков L5-S1 установ-
лен угол наклона крестца (рис. 1, 2), который 
определяется пересечением касательной, про-
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веденной к позвонку S1 и вертикальной оси 
[11]. На МСКТ-томограммах во фронтальной 
плоскости на уровне L5-S1 позвонков выпол-
нено определение угла наклона таза (рис. 3) по 
стандартной методике. Для оценки положения 
элементов проксимального отдела бедренной 
кости используются авторская методика по 3 
срезам (рис. 4, 5): области центра головки бед-
ренной кости, центра шейки бедренной кости 
и мыщелков бедренной кости, с дальнейшим 
наложением полученных данных 3 срезов с 
использованием базового ориентира. На полу-
ченном изображении определяется ось головки 
бедренной кости, ось шейки бедренной кости, 
ось проксимального отдела бедренной кости и 
надмыщелковая линия бедренной кости с изме-
рением углов между полученными осями. Угол, 
образованный осью головки бедренной кости и 
осью шейки бедренной кости, является углом 
флексии головки бедренной кости. 

Рентгенография поясничного отдела позво-
ночника и крестца проводилась по стандартной 
методике в прямой и боковой проекции в поло-
жении стоя. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В биомеханике изучаемого нами процесса 
существенная роль принадлежит системе рыча-
га, которая создается деятельностью подвздош-
но-поясничной мышцы, где бедренная кость 
функционирует как спаянный двойной рычаг. 
Механизм торсионного развития сегментов 
нижней конечности в норме представляет со-
бой чрезвычайно сложный процесс вследствие 
правильной биомеханики сустава [4]. В резуль-
тате смещения вперед опорной стороны таза 
и смещения назад неопорной его стороны со-
вершается вращение таза вокруг вертикальной 
оси, проходящей через точку на середине рас-

стояния между центрами головок бедренных 
костей и, с учетом наклона таза и супинацион-
ной деформации бедра, совпадающей с общим 
центром тяжести человека. Также исследование 
доказывает, что угловые и линейные размеры 
костей таза и проксимального отдела бедрен-
ной кости взаимосвязаны и подчинены зако-
ну пропорционального роста. Величины углов 
проксимального отдела бедренной кости в зна-
чительной мере зависят от различных парамет-
ров костей таза (ширины, высоты, наклона и 
т. д.); трансформация его происходит в процес-
се торсионного развития бедренной кости так, 
что ростковая пластинка головки всегда ока-
зывается перпендикулярной по отношению к 
механической оси нагрузки [1, 4]. Полученные 
нами данные подтверждают мнение исследова-

Рис. 1. Схема определения угла 
наклона крестца

Рис. 2. МСКТ-томограмма в сагиттальной плоскости 
на уровне позвонков L1-S1, выполнено опреде-
ление угла наклона крестца

Рис. 3. МСКТ-томограмма во фронтальной плоскости 
на уровне позвонков L5-S1 и таза, выполнено 
определение угла наклона таза по стандарт-
ной методике
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телей [2, 8, 13], считающих, что морфогеомет-
рические параметры бедренной кости влияют 
на риск возникновения переломов в этой облас-
ти и риск развития дегенеративных изменений 
тазобедренного сустава.

У всех обследованных (пациентов и добро-
вольцев) определяли пространственное поло-
жение проксимального отдела бедренной кости 
и степень лордоза поясничного отдела позво-
ночника, а также положение таза и крестца по 
разработанной нами методике. В контрольной 
группе добровольцев средние величины про-
странственного положения элементов прокси-
мального отдела бедренной кости составили: 
антефлексия 0,0 ± 0,4°, антеверсия 75,6 ± 1,2°, 
антеторсия 101,7 ± 0,7°; лордоз в поясничном 
отделе позвоночника составил 131,0 ± 0,2°, пе-
рекос таза 1°, а угол наклона крестца 30−40°. В 
основной группе у всех пациентов наблюдался  
перекос таза 4,8 ± 0,2° и спондилоартроз 1-й 
степени. У двух пациентов основной группы 
диагностировали гиперлордоз поясничного от-
дела позвоночника 155,5 ± 0,9° и ретроспонди-
лолистез 1-й степени с синдромами фиксиро-
ванного поясничного лордоза, толчкообразной 
походкой, пояснично-бедренной разгибатель-
ной ригидностью и клиникой люмбоишиалгии 
одно- или двусторонней. У данных пациентов 
обнаружена нормофлексия 0,0 ± 0,4°, ретро-
версия 68,0 ± 1,2° и антеторсия 111,0 ± 1,1°. У 
семи пациентов основной группы гиполордоз 
поясничного отдела позвоночника составил 
120,6 ± 1,2° с клиникой сгибательной контрак-
туры тазобедренного сустава, из них в 10 тазо-
бедренных суставах наблюдалась антефлексия 
10,2 ± 0,6° и в трех тазобедренных суставах − 
нормофлексия 0,0 ± 0,4°.

При определении пространственной ориен-
тации шейки бедренной кости у восьми паци-
ентов основной группы в тазобедренных сус-
тавах выявлена ретроверсия 69,6 ± 0,7°, а в 5 

случаях − антеверсия 81,5 ± 1,3°. При изучении 
торсии бедренной кости у девяти пациентов 
в тазобедренных суставах выявлена антетор-
сия проксимального отдела бедренной кости 
121,5 ± 1,8°, у двух − ретроторсия 94,7 ± 0,7°, у 
одного − нормоторсия 101,0 ± 1,7°. У одного па-
циента основной группы лордоз в поясничном 
отделе позвоночника составил 133°, клиники 
люмбоишалгии и патологии поясничного отде-
ла позвоночника не наблюдалось. При исследо-
вании элементов проксимального отдела бед-
ренной кости выявлена нормофлексия 0,0 ± 0,4°, 
нормоверсия 75,2 ± 0,3°, антеторсия 120,5 ± 1,7°. 

ВЫВОДЫ

Проведенное исследование показывает, 
что изменение пространственного положения 
крестца, поясничного отдела позвоночника и 
элементов проксимального отдела бедренной 
кости взаимосвязано и является прогностичес-
ким тестом в возникновении дегенеративной 
патологии в поясничном отделе позвоночника и 
тазобедренных суставах. Основным фактором 
риска развития дегенеративных изменений в 
поясничном отделе позвоночника и тазобедрен-
ных суставах является горизонтализация или 
вертикализация крестца.
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ROLE OF THE SACRUM AND LOW-LUMBAR SPINE IN DETERMINING 
THE SPATIAL POSITION AND PATHOLOGY DEVELOPMENT 
OF THE PROXIMAL FEMUR

Valery Mikhailovich PROKHORENKO, Petr Sergeevich TURKOV, Viktor Yuryevich KUZIN, 
Andrey Mikhailovich PERFILYEV

FSBI Research Institute for Traumatology and Orthopedics
630091 Novosibirsk, Frunze str., 17

Objective. To analyze the relationship of the lumbar spine, sacrum and the proximal femur. Material and methods. 
30 patients and 10 volunteers underwent MSCT of the femur, and X-rays of the lumbar spine and the sacrum in 
2 projections. Both groups were examined by a neurologist and spine surgeon. Angular relationships between the 
elements of the proximal femur were determined using our proposed evaluation method. The angle of lordosis of the 
lumbar spine and the position of the sacrum were estimated on radiographs. Results. In the control group of volun-
teers the elements of the proximal femur had the following spatial orientation: antefl exion of the femoral head was 
0.0 ± 0.4°; anteversion of the femoral neck – 75.6 ± 1.2°; antetorsion of the proximal femur – 101.7 ± 0.7°, lumbar lor-
dosis – 131.0 ± 0.2°, pelvic misalignment – 1°, and the angle of sacral inclination – 30−40°. All patients of the main 
group had pelvic misalignment of 4.8 ± 0.2° and grade 1 spondylarthrosis. Two patients of this group had lumbar 
hyperlordosis of 155.5 ± 0.9° and grade 1 retrolisthesis with syndromes of fi xed lumbar lordosis, jerky gait, lumbar-
hip extensor rigidity and unilateral or bilateral ischialgia. They demonstrated normofl exion of 0.0 ± 0.4°, retroversion 
of 68.0 ± 1.2° and antetorsion of 111.0 ± 1.1°. In 7 patients of the main group lumbar hyperlordosis was 120.6 ± 1.2° 
with fl exion contracture of the hip. Among them 10 hips had antefl exion of 10.2 ± 0.6° and 3 hips – normofl exion of 
0.0 ± 0.4°. A retroversion of 69.6 ± 0.7° was revealed in 8 patients, and an anteversion of 81.5 ± 1.3° — in 5 cases. 
In 9 patients an antetorsion was 121.5 ± 1.8°, in 2 cases – 94.7 ± 0.6° and in 1 case a normal torsion of 101.0 ± 1.7° 
was observed. In 1 patient lumbar lordosis was 133°, lumbar ischialgia and lumbar spine pathology were not ob-
served, normofl exion was 0.0 ± 0.4°, normoversion – 75.2 ± 0,3°, and antetorsion – 120.5 ± 1.7°. Conclusion. This 
study shows that the change in the spatial position of the sacrum, lumbar spine, and the elements of the proximal 
femur is interconnected. Horizontal or vertical change in the sacrum slope is a risk factor for the development of 
degenerative changes in the lumbar spine and hip joints.

Key words: sacrum, lumbar spine, hip, diagnosis.
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СЛУЧАИ РАЗВИТИЯ МНОЖЕСТВЕННОЙ ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ 
ВИЧ-1 У ДЕТЕЙ В НОВОСИБИРСКОЙ ОБЛАСТИ

Феруза Одилжоновна МИРДЖАМАЛОВА1,2, Юлия Владимировна МЕЩЕРЯКОВА1, 
Евгения Владимировна КАЗАЕВА1, Екатерина Борисовна САВОЧКИНА1,2, 
Владислав Викторович БОГАЧЕВ2, Павел Борисович БАРЫШЕВ2, 
Юлия Владимировна НИКОНОРОВА2, Юрий Андреевич ТОПЧИН1, 
Наиля Якубовна ЧЕРНОУСОВА1, Валерий Николаевич МИХЕЕВ2, 
Наталья Матвеевна ГАШНИКОВА2

1 ГБУЗ Новосибирский областной центр по профилактике и борьбе со СПИД 
и инфекционными заболеваниями
630559, Кольцово, ГНЦ ВБ “Вектор”, корп. 20
2 ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор»
630559, Кольцово

В работе выполнена комплексная оценка случаев развития множественной лекарственной устойчивости среди 
вариантов ВИЧ-1, выделенных у детей от 1,5 до 6 лет в Новосибирской области в 2010–2011 гг. Исследовано 
генетическое разнообразие ВИЧ-1, проведен анализ мутаций в геноме вируса, возникающих в ответ на ан-
тиретровирусную терапию, и оценена их распространенность. Показано, что среди исследованных вариантов 
ВИЧ-1 доминируют мутации, ответственные за формирование устойчивости к нуклеозидным и ненуклеозид-
ным ингибиторам обратной транскриптазы (M184V, Y181C и K103N). У 11 из 12 пациентов с неэффективнос-
тью терапии в анамнезе выявлена новая рекомбинантная форма CRF02_AG/А ВИЧ-1. Установлено, что кор-
рекция схемы антиретровирусной терапии с учетом профиля резистентности ВИЧ-1 в большинстве случаев 
приводит к вирусологической эффективности терапии и снижению тяжести иммуносупрессии. Тем не менее 
приверженность к терапии, своевременное выявление максимально полного спектра мутаций устойчивос-
ти вируса, корректная оценка актуального профиля резистентности и генетических особенностей вариантов 
ВИЧ-1 также являются важными факторами, влияющими на успех антиретровирусной терапии. 

Ключевые слова: ВИЧ-1, антиретровирусная терапия, дети, резистентность к антиретровирусным препа-
ратам, Новосибирская область. 

В настоящее время эпидемия ВИЧ-инфекции 
в Новосибирской области (НСО) приобретает 
все большие темпы, охватывая широкие слои 
населения. Среди впервые выявленных случаев 
ВИЧ-инфекции неуклонно возрастает удельный 
вес женщин, что, в свою очередь, приводит к 
росту числа детей, рожденных ВИЧ-инфициро-
ванными матерями. Несмотря на большой охват 
беременных ВИЧ-инфицированных женщин 2-х 

и 3-ступенчатой профилактикой перед родами, 
количество случаев передачи ВИЧ от матери к 
ребенку при рождении остается высоким. В це-
лом частота вертикальной передачи ВИЧ в НСО 
совпадает с общероссийскими статистическими 
данными [1]. На территории области преобла-
дает перинатальный путь инфицирования детей 
ВИЧ, но, кроме того, регистрируются отдельные 
случаи заражения детей ВИЧ при кормлении 
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грудью. На 1 октября 2012 г. в НСО зарегист-
рировано 1380 детей с перинатальным контак-
том по ВИЧ, из них у 109 (8,0 %) подтверж-
ден диагноз ВИЧ-инфекция. На 01.10.2012 г. 
антиретровирусную терапию (АРВТ) получали 
78 детей, из которых в 20 случаях отмечалась 
вирусологическая и/или иммунологическая не-
удача антиретровирусной терапии. 

Цель данного исследования заключалась в 
изучении случаев множественной лекарствен-
ной устойчивости ВИЧ-1 в педиатрической 
практике в городе Новосибирске, выявленных в 
период 2010–2011 гг.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 12 детей, 
состоящих на учете в ГБУЗ НСО «Центр по 
профилактике и борьбе со СПИД и инфекцион-
ными заболеваниями». Возраст детей составлял 
от 1,5 до 6 лет. Все дети находились на разных 
стадиях ВИЧ-инфекции, получали антиретрови-
русные препараты (АРВП) и имели в анамнезе 
вирусологическую неэффективность АРВТ. 

Мониторинг терапии включал определение 
показателей периферической крови и парамет-
ров биохимического анализа крови, количест-
венное определение уровня РНК ВИЧ-1 в плаз-
ме крови (вирусная нагрузка), исследование 
иммунного статуса (количество лимфоцитов 
CD4+). Концентрацию РНК ВИЧ-1 в плазме 
крови определяли с помощью наборов Amplicor 
Roche HIV-1 Monitor (F. Hoffmann-La Roche Ltd., 
Швейцария) , содержание лимфоцитов CD4+ (аб-
солютное и относительное) – методом проточ-
ной цитофлуориметрии с использованием мо-
ноклональных антител фирмы Becton Dickinson 
(Facs Count TM, Becton Dickinson, США). 

Выделение изолятов ВИЧ проводили мето-
дом сокультивирования мононуклеаров перифе-
рической крови ВИЧ-инфицированных пациен-
тов с предварительно стимулированными фи-
тогемагглютинином мононуклеарами здоровых 
доноров [7]. Репликацию вируса оценивали по 
уровню накопления вирусспецифического белка 
p24, определяемого в иммуноферментном ана-
лизе, с использованием тест-системы «ВИЧ-1 
р24-антиген-ИФА-БЕСТ» (ВекторБест, Россия). 

Выделение вариантов ВИЧ-1 для генетичес-
ких исследований проводилось из клинических 
образцов плазмы крови, забранной для опреде-
ления вирусной нагрузки. Исследование вари-
антов ВИЧ-1 на наличие мутаций устойчивости 
к АРВП осуществляли путем анализа нуклео-
тидных последовательностей участка гена pol. 
Исследуемые фрагменты генома ВИЧ-1 имели 

длину 1,3 тыс. нуклеотидных остатков, включая 
последовательности гена, кодирующего проте-
азу и обратную транскриптазу вируса. Опреде-
ление нуклеотидных последовательностей про-
водили на секвенаторе модели 3130xl фирмы 
ABI PRISM (модель 3130xl, Applied Biosystems, 
США). Для наработки фрагментов гена pol ис-
пользовали наборы «Виросек» (Viroseq HIV-1 
Genotyping System, Abbott™). Выявление мута-
ций, ответственных за устойчивость к антирет-
ровирусным препаратам, осуществляли с помо-
щью программы «HIVdb: Genotypic Resistance 
Interpretation Algorithm», представленной на Ин-
тернет-сайте Стенфордского университета [6]. 
Филогенетический анализ и определение суб-
типа ВИЧ-1 выполняли с помощью программы 
«Mega», версия 4.1, путем построения филогене-
тических деревьев методом ближайших соседей 
[12]. Нуклеотидные дистанции рассчитывали по 
методу Кимуры. В качестве референс-последо-
вательностей использовали ранее охарактеризо-
ванные последовательности субтипов и групп 
ВИЧ-1 из международной базы данных (Gen-
Bank) [5]. Достоверность филогенетических от-
ношений определяли методом бутстрэп-анализа 
с построением 500 деревьев. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В период 2010–2011 гг. в Новосибирской 
области АРВТ получали 57 ВИЧ-инфицирован-
ных детей, в 19 случаях была выявлена ее не-
эффективность. У 12 детей, имеющих опыт при-
ема АРВП в течение как минимум одного года, 
схемы АРВТ неоднократно менялись в связи с 
иммунологической и клинической неэффектив-
ностью терапии, ни у кого из них не было диа-
гностировано значимого снижения уровня РНК 
ВИЧ-1 в плазме крови при назначении АРВП. 
Эти пациенты были включены в группу наблю-
дения, основные клинико-эпидемиологические 
данные детей на момент формирования группы 
(2010−2011 гг.) приведены в табл. 1. 

В 11 случаях инфицирование ВИЧ произо-
шло вертикальным путем, в одном случае путь 
инфицирования не установлен. У 4 пациентов 
была диагностирована клиническая категория С 
(в анамнезе имела место СПИД-индикаторная 
патология – пневмоцистная пневмония, внеле-
гочный туберкулез, диссеминированная цито-
мегаловирусная инфекция), у 4 − категория В, у 
2 – категория А, у 2 – категория N (отсутствие 
клинических симптомов ВИЧ-инфекции). При 
установлении стадии заболевания использова-
лась клинико-иммунологическая классификация 
ВИЧ-инфекции у детей до 13 лет, предложенная 
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CDC в 1994 г. и применяющаяся в Российской 
Федерации [9]. 

Все пациенты получали антиретровирусные 
препараты трех классов: нуклеозидные и ненук-
леозидные ингибиторы обратной транскриптазы 
(соответственно НИОТ и ННИОТ), ингибиторы 
протеазы (ИП). Во всех случаях была зарегис-
трирована вирусологическая неэффективность 
схем АРВТ. Следует подчеркнуть, что 4 паци-
ента из 12 проживают в домах ребенка, проис-
ходя из асоциальных семей. 

Для всех детей было выполнено генетичес-
кое исследование выделенных из плазмы крови 
вариантов ВИЧ-1. Исследование вируса вклю-
чало определение нуклеотидной последователь-
ности области гена pol, кодирующей протеазу и 
обратную транскриптазу ВИЧ-1. Для расшиф-
рованных нуклеотидных последовательностей 
вариантов ВИЧ-1 был проведен анализ наличия 
мутаций, обусловливающих развитие резистент-
ности к АРВП. 

В 12 случаях (21,1 % от общего количества 
детей, принимающих АРВТ) у пациентов с ви-
русологической неэффективностью АРВТ были 
выявлены варианты ВИЧ-1, содержащие в ге-
номе наборы мутаций, опосредующих развитие 
множественной лекарственной устойчивости ви-
руса к антиретровирусным препаратам – НИОТ, 
ННИОТ и ИП. Обобщенные данные по разно-
образию и частоте выявленных мутаций ВИЧ-1 
представлены в табл. 2. Наиболее часто возни-
кала замена M184V, обусловливающая устой-
чивость высокого уровня к 3TC, FTC и неболь-
шое снижение чувствительности к ABC и ddI 
(клинически незначимое в отсутствие других 
мутаций резистентности). Исследованиями ряда 
авторов показано, что появление такой мутации 
в геноме вируса приводит к снижению реплика-
тивных характеристик ВИЧ, повышению чувс-
твительности вируса к AZT, d4T и TDF. Кроме 
того, при включении в схему АРВТ аналогов 
тимидина наличие M184V замедляет процесс 
селекции в геноме ВИЧ соответствующих му-
таций устойчивости [3]. Среди исследованных 
вариантов в 7 из 9 случаев выявлялись одновре-
менно M184V и мутации к НИОТ и ННИОТ. 

В 7 случаях ВИЧ-инфекции была предпри-
нята попытка выделения инфекционных изоля-
тов ВИЧ-1 для оценки репродуктивных свойств 
вируса. Успешным оказалось выделение изоля-
тов лишь в четырех случаях, при этом наблюда-
лась четкая зависимость вероятности выделения 
от концентрации РНК ВИЧ-1 в плазме пациен-
та. Изоляты ВИЧ-1 были получены только от 
пациентов, имеющих показатели вирусной на-

грузки, превышающие 104 копий РНК на 1 мл 
плазмы (К1, К4, К6, К7). В трех других случаях 
концентрация РНК ВИЧ-1 в плазме крови была 
ниже 1000 копий/мл (К3, К8, К9). У пациен-
та К4 был выявлен ВИЧ-1, несущий мутации 
T215Y, K103N и V90I при отсутствии M184V. 
Изолят ВИЧ-1, выделенный от пациента К4, в 
2,5–163 раза превосходил по уровню репродук-
ции варианты ВИЧ-1, выделенные от пациентов 
К1, К6, К7, содержащие в геноме в комплек-
се с другими мутациями и M184V (данные не 
приведены). Необходимо отметить, что у вари-
анта ВИЧ-1, выделенного от пациента К4, при 
повторном определении мутаций устойчивости 
после процесса изоляции вируса из клиническо-
го образца, в отличие от трех других вариантов 
ВИЧ, все мутации устойчивости были утраче-
ны. Интересно, что в случае ВИЧ-1, выделенно-
го от пациента К7, напротив, после выделения 
инфекционного вируса в культуре мононукле-
арных клеток была выявлена дополнительная, 
не обнаруживаемая в плазме крови, мутация 
K103N, которая вызывает повышение резистен-
тности ко всем ННИОТ первого поколения в 

Таблица 2
Представленность и частота встречаемости 

мутаций, ответственных за развитие 
устойчивости к лекарственным препаратам, 

среди вариантов ВИЧ-1, выделенных у инфициро-
ванных ВИЧ детей Новосибирской области

Группа препаратов Мутация Частота 
выявления

Нуклеозидные ин-
ги биторы обратной 
транскриптазы (НИОТ)

M184V 9 (75,0 %)
D67N 4 (33,3 %)
K70R 4 (33,3 %)

K219E, N 4 (33,3 %)
P225H 1 (8,3 %)
N215Y 1 (8,3 %)
Q151M 1 (8,3 %)
T69S 1 (8,3 %)

Y115F 1 (8,3 %)
F77L 1 (8,3 %)
V75I 1 (8,3 %)

Ненуклеозидные ин-
ги биторы обратной 
транскриптазы (ННИОТ)

K103N 7 (58,3 %)
Y181C 7 (58,3 %)
V108I 1 (8,3 %)

G190A 1 (8,3 %)

K101E 1 (8,3 %)

Ингибиторы протеазы 
(ИП)

N88S 1 (8,3 %)

L90M 1 (8,3 %)
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Таблица 3
 Схемы АРВТ пациентов, их эффективность, выявленные профили резистентности исследованных 
 вариантов ВИЧ-1 и мутации в геноме вируса, обусловливающие развитие резистентности

Пациент Схемы АРВТ, сроки и эффективность Профиль 
резистентности

Мутации в 
геноме ВИЧ-1

1 2 3 4

К1 1. F-AZT + DDI + NVP (03.2009 – 02.2010)
2. 3TC + ABC + NVP (02.2010 – 05.2010)
Иммунологическая, вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности 
3. 3TC + ABC + LPV/RTV (03.05.2010 – настоящее время)
Иммунологическая, вирусологическая неэффективность

3TC, FTC
DLV, EFV
NVP
ETR
AZT 
ABC

K70IKRT
M184V
K103N
Y181FSY

К2 1. F-AZT + ABC + 3TC (11.2008 – 11.2009)
Вирусологическая неэффективность, отсутствие иммуносупрессии
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
2. 3TC + DDI + FPV/r (10.2010 – наст. время)
Вирусологический ответ

3TC
FTC
AZT
ABC
D4T
DDI

D67N
K70R
M184V

К3 1. F-AZT + DDI + NVP (07.2009 – 03.2010)
2. F-AZT + DDI + NFV (03.2010 – 10.2010)
Иммунологическая и вирусологическая неэффективность 
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
3. F-AZT + DDI + LPV/r (10.2010 – по наст. время)
Вирусологический ответ, снижение иммуносупрессии

3TC, FTC
DLV, EFV
NVP, ABC
AZT
DDI
ETV

T69S
K70R
M184V
K103N
P225H

К4 1. F-AZT  +  DDI +  NVP (07.2009 – 10.2010)
Иммунологическая и вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
2. F-AZT + DDI + LPV/r (10.2010 – 13.06.12)
Вирусологический и иммунологический ответ
3. AZT/3TC  +  LPV/R (13.06.12– наст. время)

NVP, EFV
DLV, AZT
D4T, ABC
DDI
TDF

T215Y
V90I
K103N

К5 1. F-AZT + DDI + NVP (08.2009 – 05.10.10)
Иммунологическая и вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
2. F-AZT + DDI +  LPV/R (05.10.10 –20.09.11)
Перерыв терапии 
3. F-AZT  +  3ТС +  LPV/R (13.08.2012 – наст. время)
 Иммунологическая и вирусологическая неэффективность

NVP
EFV
DLV
ETR

A98G
K103N

К6 1. F-AZT + DDI + 3TC (11.2009 – 07.2010)
Вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
2. AZT + DDI + ABC (07.2010 – наст. время)
Вирусологический и иммунологический ответ

3TC, FTC
NVP
EFV
DLV
ABC

M184V
K103N

К7 1. F-AZT + 3TC + NVP (10.2009 – 05.2010)
Вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
2. F-AZT + DDI + NFV (05.2010 – наст. время)
Вирусологический и иммунологический ответ

3TC, FTC
NVP
EFV
ETR
ABC

M184V
K219N
K103N
Y181C

К8 1. F-AZT + 3TC + LPV/r (03.2008 – 05.2008)
2. F-AZT + 3TC (05.2008 – 07.2008)
3. F-AZT + 3TC + ABC (07.2008 – 07.2010)
Вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
4. F-AZT + 3TC + NFV (07.2010 – наст. время)
Вирусологический и иммунологический ответ

AZT
3TC
DDI
D4T
ABC
FTC
TDF

D67N
V75I
F77L
Y115F
Q151M
M184V
K219E
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20–50 раз. Мутация K103N наряду с Y181C за-
нимает второе место по степени распространен-
ности среди исследованных вариантов ВИЧ-1. 
Y181C вызывает резистентность к NVP и DLV, 
повышая чувствительность к AZT и тенофови-
ру [3]. На третьем месте по распространенности 
были мутации тимидинового ряда, определяю-
щие резистентность к НИОТ. Важно отметить, 
что только в двух случаях были выявлены мута-
ции устойчивости к ИП: L90M, которая вызыва-
ет резистентность среднего уровня к SQV, NFV 
и резистентность низкого уровня к другим ИП, 
за исключением TPV, и мутация N88S, ответст-
вен ная за высокий уровень резистентности к 
NFV и ATV/r и низкую резистентность к IDV/r; 
при этом данная мутация усиливает чувствитель-
ность к FPV/r [3].

Полученные результаты объясняются моле-
кулярно-биологическими особенностями фор-
мирования резистентности ВИЧ-1. К некото-
рым НИОТ (например, ламивудину) и ННИОТ 
резистентность высокого уровня может возник-
нуть уже после появления одиночной точечной 

мутации (например, M184V), в то время как ИП 
имеют более высокий генетический порог фор-
мирования резистентности [4, 10].

После определения профиля мутаций устой-
чивости ВИЧ-1 для всех пациентов из группы 
наблюдения в 2010–2011 гг. проводилась кор-
ректировка терапии. Эффективность схемы ан-
тиретровирусной терапии, скорректированной с 
учетом профиля резистентности ВИЧ-1 у детей, 
оценивалась с учетом показателей параметров 
биохимического анализа крови, определения 
концентрации РНК ВИЧ-1 в плазме крови и ис-
следования иммунного статуса. 

Ретроспективный анализ выявил, что у 7 де-
тей после выявления профиля резистентности и 
смены схемы АРВТ отмечался вирусологичес-
кий и иммунологический ответ (К3, К4, К6, К7, 
К8, К9 и К11). У четверых из них при этом ре-
гистрировались ВИЧ-ассоциированные заболе-
вания (К7, К8, К9 и К11). 

У одного ребенка на фоне отсутствия имму-
носупрессии, но при высокой вирусной нагруз-
ке после коррекции АРВТ отмечался вирусоло-
гический ответ (К2).

1 2 3 4

К9 1. AZT + DDI + NVP (06.2009 – 09.2009)
2. AZT + 3TC  + NVP (02.2010 – 07.2010)
Вирусологическая неэффективность
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности
3. AZT + DDI + 3TC + LPV/r (07.2010 – наст. время)
Вирусологический и иммунологический ответ

3TC, FTC
NVP
EFV
DLV
ETR
ABC

M184V
K101E
Y181C
G190A

К10 1. ABC  + 3TC  + NFV (11.08.09–21.10.09)
2.. ABC  + 3TC  + NVP (23.10.09–23.10.10)
3. ABC  + 3TC  +  LPV/r (23.10.10–02.03.11)
Приверженность низкая
Вирусологическая неэффективность, появление иммуносупрессии
4. LPV/R + 3TC +  ABC (03. 03.2011 - 16.05.12)
Коррекция АРВТ с учетом резистентности
Высокая вирусная нагрузка сохраняется, развивается 
иммуносупрессия, планируется коррекция АРВТ

DLV, NVP
ETR, EFV

Т69S
Y181C

К11 1. F-AZT + 3TC  + NVP (25.06.09 – 02.03.11)
Вирусологическая неэффективность, иммуносупрессия
Коррекция схемы АРВТ с учетом профиля резистентности 
2. ABC  + ddI + LPV/r (02.03.11 – по наст. время)
Вирусологический и иммунологический ответ

3TC, ZT, 
FTC, ABC D4T, 
DDI
TDF, DLV
NVP, EFV
ETR

D67N,
R70R,
M184,
N215Y,
K219N
K103N,
Y181C

К12 1. ABC + 3TC + FPV (04.01.10 − 22.04.10)
2. ABC + 3TC + FPV + ddI (22.04.10 – 03.11.11)
Вирусологическая неэффективность, прогрессирование 
иммуносупрессии
Коррекция АРВТ с учетом резистентности
3. Зиаген + Эпивир + Видекс + калетра (03.11.11 – 19.03.12)
4. Никавир + Эпивир + Вирамун + фузеон (19.03.12 – по наст. время) 
Вирусологическая, иммунологическая неэффективность

3TC, FTC 
DDI, ABC
APV, FOS
NFV, IDV LPV/R
SQV, DRV,
ATV, TPV

K103N,
Y181C

Окончание табл. 3
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У трех детей (К1, К5 и К12) после смены 
терапии, с учетом выявленной резистентности 
ВИЧ к АРВП, по-прежнему наблюдаются ста-
бильно высокие показатели вирусной нагрузки 
и иммуносупрессия.

У пациента К10 на фоне нормального им-
мунного статуса и вирусологической неэффек-
тивности первой схемы АРВТ была проведена 
коррекция терапии с учетом профиля резис-
тентности. Изменение терапии не повлияло на 
эффективность лечения – высокая вирусная на-
грузка сохраняется, при этом в динамике отме-
чается появление иммуносупрессии. 

Для 12 случаев ВИЧ-инфекции, вызванной 
вариантами вируса, несущими множественные 
мутации лекарственной устойчивости, была оп-
ределена принадлежность к генетическому суб-
типу ВИЧ-1. Филогенетический анализ нуклео-
тидных последовательностей показал, что в 11 
из 12 сложных случаев ВИЧ-инфекции заболе-
вание вызвано новой рекомбинантной формой 
ВИЧ-1 CRF02_AG/А, выявленной и описанной 
нами ранее [2], и лишь в одном случае был вы-
делен ВИЧ-1, относящийся к широко распро-
страненному в России субтипу А (К8). 

Появление резистентных штаммов ВИЧ-1
продолжает оставаться одной из основных при-
чин неэффективности антиретровирусной те-
рапии. На фоне нестабильной и быстро разви-
вающейся эпидемии ВИЧ-инфекции и увели-
чения масштабов охвата ВИЧ-инфицированных 
спе цифической терапией во многих странах 
мира, в том числе и в России, складываются не-
благоприятные предпосылки для развития вы-
сокорезистентных циркулирующих вариантов 
возбудителя. В большинстве регионов ситуация 
усугубляется длительным применением неадек-
ватных схем АРВТ, а также низкой привержен-
ностью пациентов к терапии, что создает еще 
более благоприятные условия для распростране-
ния резистентных штаммов ВИЧ-1. Кроме того, 
коррекция терапии без учета данных профиля 
резистентности приводит к развитию перекрест-
ной устойчивости ВИЧ к большинству извест-
ных препаратов, что создает огромную пробле-
му в выборе эффективной схемы лечения.

Ключевой особенностью иммунологии 
ВИЧ-инфекции у детей раннего возраста явля-
ется незрелость иммунной системы, обуслов-
ленная прежде всего тем, что организм прежде 
не встречался с чужеродными антигенами, и 
поэтому полноценный специфический иммун-
ный ответ на ВИЧ невозможен. Установлено, 
что при перинатальном инфицировании специ-
фичные к ВИЧ цитотоксические лимфоциты, 
уничтожающие инфицированные вирусом клет-

ки и подавляющие репликацию вируса, появ-
ляются как минимум к шестому месяцу жизни 
[8, 11]. Отсутствие полноценного антигенспе-
цифичного иммунного ответа на ВИЧ у детей 
раннего возраста служит основной причиной 
высокой репликативной активности вируса и, 
как следствие, более быстрого формирования 
резистентных штаммов. Другой не менее важ-
ной причиной высокого уровня виремии у де-
тей при вертикальном пути инфицирования 
является передача мутантных штаммов вируса 
от матери. Поскольку ребенок наследует толь-
ко половину материнских аллелей HLA, вирус, 
адаптировавшийся к иммунной системе матери, 
несет меньше антигенных детерминант, кото-
рые способны эффективно взаимодействовать с 
молекулами HLA ребенка и распознаваться его 
иммунной системой [10]. Вышеуказанные фак-
торы создают предпосылки для более высокой 
скорости репликации ВИЧ в организме ребенка, 
более интенсивных темпов формирования ре-
зистентных к АРВП штаммов ВИЧ-1 и, как ре-
зультат, более быстрому прогрессированию за-
болевания. Это диктует необходимость раннего 
назначения АРВТ в педиатрической практике с 
целью подавления репликативной активности 
вируса. Вместе с тем более раннее начало те-
рапии у детей, чем у взрослых, создает предпо-
сылки для столь же раннего формирования ле-
карственной устойчивости ВИЧ-1, что диктует 
необходимость обязательной оценки профиля 
резистентности при плановой коррекции схемы 
АРВТ и перед первым ее назначением, посколь-
ку возможно инфицирование детей первично-
резистентными штаммами.

Дополнительными факторами, способству-
ющими формированию множественной лекарс-
твенной устойчивости ВИЧ-1 у детей раннего 
возраста, являются отсутствие фиксированных 
дозировок препаратов (расчет на 1 кг массы 
тела), более низкая приверженность к терапии, 
чем у взрослых пациентов, трудности с приемом 
препаратов внутрь и их переносимостью. Кро-
ме того, в странах с ограниченными ресурсами 
актуальны следующие проблемы: отсутствие 
детских форм ряда антиретровирусных препа-
ратов, широко применяющихся в педиатричес-
кой практике в развитых странах мира, проис-
хождение детей из социально неблагополучных 
семей (наркомания, алкоголизм у родителей), 
которые впоследствии порождают низкую при-
верженность к терапии, а также высокий про-
цент «отказных» детей с ВИЧ-инфекцией. Сле-
дует подчеркнуть, что далеко не все препараты, 
одобренные Управлением по контролю качест-
ва пищевых продуктов и лекарственных препа-
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ратов США для лечения ВИЧ-инфекции, могут 
применяться к детям раннего возраста, что су-
щественно ограничивает возможности антирет-
ровирусной терапии в педиатрической практике 
[4]. 

Подводя итоги проведенного исследования 
случаев развития множественной лекарственной 
устойчивости среди вариантов ВИЧ-1, выделен-
ных от инфицированных ВИЧ-1 детей, получа-
ющих АРВТ, необходимо отметить, что коррек-
ция схемы АРВТ с учетом профиля резистент-
ности ВИЧ-1 в большинстве случаев приводит 
к вирусологической эффективности терапии и 
снижению тяжести иммуносупрессии. Тем не 
менее в ряде случаев (К1, К5, К10 и К12) сме-
на терапии не привела к достижению вирусоло-
гического ответа, у данных пациентов не было 
зарегистрировано снижения уровня вирусной 
нагрузки и продолжала развиваться иммуносуп-
рессия. Возможно, для пациентов К5 и К10 от-
сутствие положительного ответа на изменение 
схемы АРВТ в первую очередь связано с низкой 
приверженностью к терапии. К другим причи-
нам, отрицательно влияющим на эффективность 
терапии, может быть отнесено несвоевременное 
выявление возникших мутаций устойчивости в 
геноме ВИЧ-1, изменяющих профиль резистент-
ности вируса, в связи с недостаточно эффек-
тивным взаимодействием пациентов и лечащих 
врачей, а также диагностических лабораторий, 
проводящих исследования по определению ре-
зистентности ВИЧ. Кроме того, важным факто-
ром является и недостаточно полное выявление 
всех минорных мутаций устойчивости ВИЧ, 
что связано с чувствительностью метода секве-
нирования. В данном случае большое значение 
играет квалификация персонала диагностичес-
ких лабораторий, так как выявление минорных 
мутаций требует индивидуального, неформали-
зованного подхода к анализу расшифрованных 
нуклеотидных последовательностей ВИЧ-1. 
В связи с постоянным пополнением знаний о 
спектре мутаций устойчивости ВИЧ-1, их влия-
нии на общий профиль резистентности вируса и 
его репродуктивные характеристики возрастают 
требования к постоянному повышению уровня 
квалификации и специальной подготовки вра-
чей-инфекционистов. 

Обращает на себя внимание то, что у 11 из 
12 пациентов с неэффективной терапией в анам-
незе выявлена рекомбинантная форма ВИЧ-1 
CRF02_AG/А. В первую очередь это дает ос-
нование предполагать, что роль данного гене-
тического варианта ВИЧ-1 в эпидемии ВИЧ-
инфекции в России в ближайшие годы будет 
возрастать. Во-вторых, этот факт подчеркивает 

актуальность и необходимость углубленного 
изучения биологии CRF02_AG/А ВИЧ-1 и па-
тогенеза заболевания, которое вызывает данный 
генетический вариант ВИЧ-1.

Актуальность генотипирования ВИЧ-1 с 
оценкой профиля резистентности и ее клиничес-
ки положительная роль в педиатрической прак-
тике перед началом АРВТ или планируемой ее 
коррекцией при терапии ВИЧ-инфекции у детей 
не вызывает сомнений. Своевременное качест-
венное определение профиля резистентности 
ВИЧ-1 при ухудшении клинического состояния 
ребенка может существенно повысить вероят-
ность вирусологического ответа на ту или иную 
схему терапии, что в свою очередь позволит на-
значать пациентам оптимальную комбинацию 
препаратов.

Работа проводилась с использованием УСУ 
при финансовой поддержке Министерства об-
разования и науки Российской Федерации, 
Го сударственный контракт № 14.518.11.7062; 
при финансовой поддержке по гранту НШ-
2996.2012.4 по государственной поддержке ве-
дущих научных школ Российской Федерации. 
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A comprehensive assessment of cases of multidrug-resistant HIV-1 isolated in children aged 1.5 to 6 years in the 
Novosibirsk region in 2010−2011 has been performed. The genetic diversity of HIV-1, the analysis of mutations 
in the genome of the virus, which arise in response to antiretroviral therapy were studied and their prevalence was 
evaluated. It was shown that among the studied variants of HIV-1 most mutations responsible for the formation of 
resistance are due to nucleoside and non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (M184V, Y181C and K103N). 
A new recombinant form CRF02_AG / A HIV-1 was revealed in 11 of 12 patients with treatment failure in history. 
It was found that the correction scheme based on ART resistance profi le of HIV-1 in the majority of cases leads 
to therapy viral effectiveness and immunosuppression severity reduction. However, adherence to therapy and early 
detection of the full range of mutations of the virus, the correct assessment of the current profi le of resistance and 
genetic characteristics of HIV-1 are also important factors in the success of ART.
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Приводятся материалы по актуальности создания современных систем оценки существующего состояния и 
прогноза распространения переносчиков опасных заболеваний человека, передающихся через укусы иксодо-
вых клещей. Для эффективного мониторинга целесообразно применение геоинформационных технологий с 
возможностью доступа к такому сервису всех заинтересованных лиц. На первом этапе разработки технологии 
раннего выявления известных и новых патогенов предлагается создание единой платформы, которая объеди-
няла бы все необходимые данные и средства анализа. Реализация идеи связана с развитием WEB-, геоинфор-
мационных технологий и OLAP-анализа пространственных данных. Полученные прогнозы и модели станут 
основой обеспечения экологической безопасности населения и принятия компетентных управленческих реше-
ний по профилактике инфекционных заболеваний. 

Ключевые слова: непрерывный мониторинг, иксодовые клещи, патогенные микроорганизмы, информа-
ционно-аналитическая оценка, прогноз, геоинформационные технологии.

АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ

Иксодовые клещи являются переносчиками 
возбудителей многих природно-очаговых забо-
леваний, из которых наиболее опасны клещевой 
энцефалит и клещевой боррелиоз. Кроме этого 
известно о других заболеваниях, передаваемых 
иксодовыми клещами: анаплазмозах, эрлихио-
зах, Ку-лихорадке, туляремие, бабезиозах, ом-
ской и крымской геморрагических лихорадках 
и др. На территории России встречается около 
60 видов иксодовых клещей, основным пере-
носчиком клещевого энцефалита и клещевого 
боррелиоза является таежный клещ – Ixodes 

persulcatus P. Sch., 1930. В Прибайкалье кле-
щи этого вида имеют наибольшее эпидемичес-
кое значение [3–6]. Второе место по значимос-
ти занимает степной клещ Dermacentor nuttalli 
Ol., 1929. Также отмечаются укусы людей кле-
щами других видов: Dermacentor silvarum Ol., 
1932, Haemaphysalis concinna Koch, 1844 и даже 
Amblyomma americanum L., 1758 [7].

Ежегодно в Центр диагностики и профилак-
тики клещевых инфекций ФГБУ Научный центр 
проблем здоровья семьи и репродукции челове-
ка СО РАМН обращается примерно 6,5−8 тыс. 
человек, пострадавших от укусов иксодовых 
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клещей. Среди них значительную часть состав-
ляют люди, подвергшиеся укусам клещей в пре-
делах как городской черты Иркутска, так и его 
окрестностей, в основном на территории Иркут-
ско-сельского района. Все случаи обращений 
населения регистрируются в электронных базах 
вышеназванного учреждения [1, 2, 12], куда за-
носятся все данные об обстоятельствах укуса, в 
том числе отмечается местность, где произошел 
укус клеща. Подобная информация по фактам 
укусов людей иксодовыми клещами, проведен-
ным лабораторным исследованиям и профилак-
тическим мероприятиям накапливается в тече-
ние многих лет.

Однако для обеспечения более эффектив-
ных мер профилактики необходим пространс-
твенный и временной анализ распространения 
клещей, в том числе инфицированных теми 
или иными возбудителями, в зависимости от 
естественных факторов и т. д. Отсутствие эф-
фективной технологии раннего выявления из-
вестных и новых патогенов и прогнозирования 
их распространения является одной из важных 
и острых проблем. И в этой связи одним из на-
иболее перспективных способов контроля над 
возбудителями инфекций может стать система 
непрерывного наблюдения [10]. Первым шагом 
к созданию подобной системы является про-
странственный и временной анализ на основе 
математического моделирования и геоинформа-
ционных технологий.

В нашей стране для эффективной организа-
ции и управления большим объемом накоплен-
ных тематических данных по распространению 
иксодовых клещей, случаев обращаемости лю-
дей с укусами клещей используются единичные 
базы данных и информационно-справочные 
системы. Анализируя имеющиеся материалы, 
можно выделить проблемы, которые, на наш 
взгляд, необходимо учитывать при формиро-
вании современной комплексной информаци-
онно-аналитической среды (ИАС): 1) большие 
объемы разнородных данных, в том числе на 
бумажных носителях, затрудняют анализ ин-
формации; 2) базы данных (БД) локализованы 
в разных ведомствах и учреждениях, не взаимо-
действующих между собой, что затрудняет об-
мен информацией и комплексирование между 
учреждениями. 

В качестве близких по назначению инфор-
мационных систем можно привести набор сер-
висов VektorMap [17], предназначенный для 
мониторинга переносчиков инфекционных за-
болеваний в глобальном масштабе. В настоящее 
время данный проект сконцентрирован в основ-
ном на комарах [14], однако начата разработка 

сервиса для мониторинга клещей. Сейчас этот 
сервис сосредоточен главным образом на науч-
ных исследованиях и не предоставляет возмож-
ности прогнозирования эпидемиологической 
ситуации по клещевым инфекциям [16]. Также 
существует проект «Кронарос» [18], развивае-
мый Зоологическим институтом РАН (г. Санкт-
Петербург) и направленный на оценку разно-
образия кровососущих насекомых и создание 
информационно-аналитической системы для их 
мониторинга на Северо-Западе России. Однако 
этот проект ориентирован на анализ популяций 
только насекомых и лишь на Северо-Западе 
России. Какой-либо информации по развитию 
проекта после 2009 года в открытом доступе не 
обнаружено.

ОСНОВНАЯ ИДЕЯ

Начальным этапом разработки эффектив-
ной технологии раннего выявления известных 
и новых патогенов и прогнозирования их рас-
пространения является создание единой ИАС, 
которая объединяет все необходимые данные 
и средства их анализа. Система должна базиро-
ваться на информационных и геоинформацион-
ных технологиях и обеспечивать открытый до-
ступ к просмотру данных через сеть Интернет и 
включать следующие базовые компоненты:

– единое хранилище данных и средства за-
грузки/выгрузки данных;

– методы пространственного и временного 
анализа;

– отображение данных и результатов ана-
лиза.

Кроме того, эта технология должна позво-
лять включать новые методы анализа данных.

Единое хранилище данных. В различных 
организациях и ведомствах имеются БД, со-
держащие информацию о заболеваниях, пере-
носчиками которых являются иксодовые кле-
щи, противоклещевых обработках территорий 
города, метеорологических условиях и пр. Все 
БД разрознены и не связаны между собой, что 
затрудняет их использование для определения 
опасности территорий и прогноза активности 
иксодовых клещей в зависимости от различных 
факторов. 

Таким образом, в настоящее время возник-
ла необходимость создания единого хранили-
ща данных [8], позволяющего аккумулировать 
всю тематическую информацию, полученную 
из разнородных источников, с последующим 
предоставлением доступа к ней с помощью 
WEB-технологий всех заинтересованных лиц. 
Это позволит создать инфраструктуру, обеспе-



БЮЛЛЕТЕНЬ СО РАМН, ТОМ 32, № 6, 2012 57

Ружников Г.М. и др. Современные технологии информационно-аналитической оценки… /c. 55–59

чивающую взаимодействие между всеми заин-
тересованными участниками информационного 
обмена. Система рассчитана на пополнение ее 
данных в режиме реального времени.

Необходима разработка инструментальных 
средств, позволяющих загружать информацию 
из различных источников. Инструментальные 
средства должны проводить нормализацию дан-
ных, т. е. приведение к структуре, удобной для 
пространственного анализа. В частности, ввиду 
того, что информация о местности, где человек 
подвергся укусу иксодового клеща, является до-
статочно неформальной (записывается со слов 
пострадавшего) и не имеет четких географичес-
ких координат, требуется проведение геокоди-
рования, заключающееся в выделении каких-
либо ключевых участков города (а в последу-
ющем и территорий Иркутской области), под-
ходящих под введенное определение. В связи с 
этим необходима разработка сервиса, обеспечи-
вающего загрузку данных и автоматическое вы-
полнение геокодирования. При этом часть дан-
ных, геокодирование которых в автоматическом 
режиме невозможно, будет либо отброшена, 
либо будет требовать ручной обработки (в за-
висимости от степени влияния на статистичес-
кую погрешность). Для решения данной задачи 
будут использованы разработанные авторами 
проекта инструментальные средства по обра-
ботке неструктурированных текстовых данных 
[13]. Разработка сервиса позволит реализовать 
механизмы интеграции нашей информации, со-
держащейся в БД [1, 2, 12], а также в БД других 
организаций, с единым хранилищем данных со-
здаваемой ИАС. 

Методы пространственного и временно-
го анализа. Геокодирование данных о местах 
укусов иксодовыми клещами в совокупности с 
информацией о дате укусов станет основой ди-
намических тематических карт. Сопоставление 
полученной информации с местностями и дата-
ми противоклещевых обработок обеспечит на-
глядное представление о распространении ик-
содовых клещей на территории города Иркутска 
и его окрестностей в разные периоды теплого 
времени года, а также о наличии клещей и сте-
пени опасности этих территорий в отношении 
риска заражения клещевыми инфекциями.

В рамках ИАС планируется создание серви-
сов анализа GRID-покрытий (данных на регу-
лярной сетке). Целью работы данных сервисов 
является анализ регулярных данных (изображе-
ний, космоснимков и т. д.), сопоставление изу-
ченных ареалов обитания иксодовых клещей с 
особенностями рельефа и растительности [9]. 
В частности, планируется реализация сервисов 

пространственной статистики (нахождение кор-
реляции между различными компонентами, рег-
рессионные модели).

Применение данных сервисов позволит ис-
пользовать ИАС для качественного анализа 
больших объемов данных. Предполагается раз-
работка открытой архитектуры распределенных 
вычислений для обработки информации, содер-
жащейся в БД ИАС.

Отображение данных и результатов ана-
лиза. Для визуализации пространственных дан-
ных нами разработан оригинальный сервис, на-
зываемый SMDServer, который реализует под-
держку стандарта OGC Web Map Server (WMS) 
[15]. Поддержка WMS позволяет использовать 
любой клиент визуализации пространственных 
данных, например, широко распространенный 
web-клиент OpenLayers или настольная ГИС 
Map Info. Основным достоинством SMDServer 
яв ляется возможность работы с векторными дан-
ными большого объема на высокой скорости.

В настоящий момент наполнение хранилища 
данных и его последующее пополнение будут 
производиться из различных существующих 
источников, например, ландшафтно-географи-
ческие характеристики, климатические данные, 
сведения по фауне, обилию клещей, случаям 
обращаемости населения с укусами клещей по 
конкретным территориям. Банк данных должен 
содержать информацию, необходимую специа-
листам для моделирования и прогноза распро-
странения инфекций, передаваемых иксодо-
выми клещами, что на конечном этапе будет 
иметь не только социальный, но и экономичес-
кий эффект. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, назрела необходимость со-
здания ИАС с развитыми функциями ГИС-тех-
нологий и современными средствами анализа 
данных. С их помощью можно интегрировать 
имеющуюся информацию, представленную в 
различных форматах, и проводить ее анализ. 
Тематические (медико-географические) карты, 
формируемые в результате работы ИАС, поз-
волят динамически отображать активность ик-
содовых клещей, ее изменение в течение време-
ни и в зависимости от различных факторов.

Оригинальность предлагаемого сервиса за-
ключается в комплексном подходе к формиро-
ванию единой БД, развитию технологий удален-
ного доступа к информации в БД и геоинформа-
ционных технологий. Реализация идеи связана с 
развитием OLAP-, WEB- и геоинформационных 
технологий. Полученные прогнозы и модели 
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станут основой обеспечения экологической бе-
зопасности населения и принятия компетент-
ных управленческих решений по профилактике 
инфекционных заболеваний. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке грантов РФФИ: № 11-04-92221_
Монг_а и 12-07-98005р_Сибирь_а.
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ВЫСОКОПОЛИМЕРНОЙ РНК ИЗ ПЕКАРСКИХ ДРОЖЖЕЙ

Татьяна Витальевна ЯМКОВАЯ1, Виталий Иванович ЯМКОВОЙ2, 
Лев Евгеньевич ПАНИН3

1 ООО «Виталанг»
630055, г. Новосибирск, ул. Рубиновая, 4–128
2 ФГБОУ ВПО Новосибирский государственный педагогический университет
630126, г. Новосибирск, ул. Вилюйская, 28
3 ФГБУ НИИ биохимии СО РАМН
630117, г. Новосибирск, ул. Тимакова, 2

Разработан новый способ получения амфифильной высокополимерной РНК из сухих пекарских дрожжей. 
Основной эффект удешевления и безотходности производства достигают путем использования в качестве 
литического агента пищевого детергента – олеиновой кислоты в концентрации 1–2 %. В сравнении с извес-
тными аналогами, характеризующимися применением высокотоксичного литического агента – 2-этилгек-
сановой кислоты, предложенный способ не требует глубокой очистки конечного продукта. Внесение сухих 
дрожжей в крутой кипяток раствора литического агента без их предварительного замачивания позволяет 
подавить активность лизосомальных рибонуклеаз. Безотходность производства заключается в том, что од-
новременно с высокополимерной РНК получают концентрат кормового белка, низкомолекулярную РНК и 
природные олигорибонуклеотиды. Экспериментальная проверка противовирусной активности амфифиль-
ной высокополимерной РНК проведена на беспородных мышах, зараженных вирусом эктромелии. Показано, 
что внутримышечное введение препарата мышам в лечебной схеме вызывает выраженную защиту от 10 
полулетальных доз (LD50) вируса эктромелии, составляющую в зависимости от дозы от 28,6 до 47,6 %. Вве-
дение препарата в профилактической схеме приводит к более значительной защите мышей от инфицирова-
ния. Протективное действие препарата носит дозозависимый характер: максимальный эффект наблюдается 
при дозе 1,0 мг/кг массы тела, в этом случае количество выживших животных в профилактической схеме 
составляет 61,9 % (в контроле 19,1 %).

Ключевые слова: дрожжи, олеиновая кислота, высокополимерная РНК, вирус эктромелии, противовирус-
ные свойства.

Дрожжевая РНК представляет собой смесь 
полирибонуклеотидов разных молекулярных 
масс и включает в себя мРНК, рРНК, тРНК, а 
также ряд минорных компонентов и, вероятно, 
фрагменты перечисленных соединений разной 
длины. Существует препарат высокополимер-
ной дрожжевой РНК с фирменным названием 
«Полирибонат». Он биологически активен − 
например, является специфическим стимуля-
тором биосинтеза белка в кроветворных и им-
мунокомпетентных органах [1]. Этот препарат 
обладает противовирусными свойствами, сти-
мулирует гемопоэз, является иммуномодулято-
ром и адъювантом; в последнее время широко 
используется в ветеринарии [2]. Натриевая соль 

низкополимерной дрожжевой РНК – «Нукле-
инат натрия» − давно применяется в медици-
не при лечении большого круга заболеваний 
[3]. Однако этот препарат вводится пациентам 
в граммовых количествах всегда перорально и 
механизм его действия включает, скорее всего, 
поставку мономеров для синтеза эндогенных 
нуклеиновых кислот [3]. Механизм действия 
высокополимерной дрожжевой РНК принци-
пиально иной. Она гораздо менее токсична, 
чем низкополимерная, и вводится животным 
в миллиграммовых количествах путем внут-
ривенных инъекций, что приводит к избира-
тельной индукции синтеза некоторых белков, 
например, гемоглобина [4]. В качестве индук-
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тора интерферона используется двуспиральная 
РНК – «Ридостин», получаемая из некоторых 
штаммов дрожжей [5]. Последние данные по 
медицинскому применению РНК приведены в 
работах [6, 7]. Мономеры РНК в виде нуклео-
зидов и 5′-мононуклеотидов имеют самостоя-
тельное значение и могут служить исходными 
соединениями для синтеза олигонуклеотидов, 
нуклеозид-5 -̀трифосфатов и некоторых лекарс-
твенных препаратов [3]. В бывшем СССР годо-
вое производство дрожжевой РНК измерялось 
тоннами [8]. В настоящее время в России РНК 
и препараты из нее вырабатываются в мень-
шем количестве. Что касается существующей 
технологии получения наиболее ценной с ме-
дицинской точки зрения высокополимерной 
РНК, то она далека от совершенства. Так, при 
получении «Полирибоната» используется ред-
кий и высокотоксичный литический агент – 2-
этилгексановая кислота, что требует глубокой 
очистки конечного продукта. Эта технология 
не экономична, многостадийна и практически 
не масштабируема.

Целью настоящего исследования является 
совершенствование способа выделения высо-
кополимерной РНК: сокращение стадийности 
производства, снижение себестоимости конеч-
ного продукта, достижение безотходности и 
экологической чистоты производства и иссле-
дование противовирусных свойств полученной 
высокополимерной РНК.

Прототипом был выбран метод Дэвиса и 
Аллена, которые впервые для высаливания 
РНК из раствора применили NaCl [9]. В качес-
тве объекта противовирусных испытаний был 
выбран вирус оспы мышей (эктромелии).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В работе были использованы сухие пекар-
ские дрожжи (Saccharomyces cerevisiae, Ново-
сибирский дрожжевой завод) с содержанием 
влаги ~7,4 %, олеиновая кислота (ЗАО «Купав-
нареактив», марки «ч»), NaCl (ФГУП комбината 
«СИБСОЛЬ», г. Усолье-Сибирское), 96%-й эта-
нол (ОАО «Спиртовый комбинат», г. Мариинск), 
додецилсульфат натрия (ДДС-Na) хроматогра-
фически чистый (НПФ «ДИА-ФАРМ», г. Бел-
город), сефароза 4В («Pharmacia», Швеция), 
контрольный образец высокополимерной дрож-
жевой РНК с молекулярным распределением 
100–500 нуклеотидов, полученный из НИКТИ 
БАВ ГНЦ ВБ «Вектор» (г. Бердск); NaOH, НCl, 
трихлоруксусная (ТХУ) и гексановая кислоты 
марки «ч» отечественного производства. Для 

приготовления растворов использовали дис-
тиллированную воду.

Оптическую плотность растворов в ультра-
фиолетовой области спектра измеряли в 1 см 
прямоугольных кварцевых кюветах на спектро-
фотометре СФ-26 (ЛОМО, Россия).

Содержание кислоторастворимой фракции 
(КРФ) в РНК определяли модифицированным 
методом [10]. Для этого 2 мл водного раствора 
РНК с концентрацией ~60 D260, ед./мл вносили 
в центрифужную пробирку на 10 мл, добавляли 
туда же 2 мл 10%-го раствора ТХУ, компонен-
ты в пробирке перемешивали и ставили в ледя-
ную баню на 30 мин, затем центрифугировали 
(3000 g, 5 мин, температура комнатная). Содер-
жание КРФ в супернатанте определяли по его 
оптической плотности при 260 нм. Гиперхром-
ный эффект не учитывали.

Прирост КРФ определяли, измеряя содер-
жание ее в водном растворе РНК с концентра-
цией ~ 60 D260, ед./мл до и после инкубации в 
течение 24 ч при температуре 20–25 °С.

Гель-фильтрацию РНК на сефарозе 4В про-
водили по методу [10].

Выделение РНК и концентрата кормово-
го белка из пекарских дрожжей. Экстракция 
РНК. 300 г сухих пекарских дрожжей суспенди-
ровали порциями (первые порции по щепотке, 
первые 2–3 щепотки за несколько секунд до за-
кипания) в течение 3–6 мин в 5 л высокой кас-
трюле в 3 л кипящей дистиллированной воды, 
содержащей 20 мл 2,5 М NaOH, оттитрованного 
50,3 мл олеиновой кислоты. Температура сус-
пензии не опускалась ниже 98 °С. Суспензию 
кипятили 40 мин при 98–100 °С, периодичес-
ки перемешивая. Через 10, 20 и 30 мин после 
суспендирования последней порции дрожжей в 
кипящую суспензию добавляли 3 раза по 10 мл 
2,5 М NaOH. По окончании экстракции каст-
рюлю ставили в раковину, суспензию охлаж-
дали до 20–30 °С в 3 сменах холодной воды в 
течение ~20 мин и затем центрифугировали на 
центрифуге S70D фирмы «Janetzki», Германия 
(3000–3200 g, 10 мин, температура комнатная). 

Сбор концентрата кормового белка и вы-
саливание высокополимерной РНК хлорис-
тым натрием. Супернатант (~1,7 л) сливали в 
стеклянную емкость на 3 л, а плотный осадок 
дрожжевого шлама, собирающийся на дне цен-
трифужных стаканов и содержащий до 70 % 
денатурированного белка, собирали и сушили 
открытым способом при 58–62 °С. В суперна-
тант добавляли 351 г NaCl и свежую дистилли-
рованную воду до 2 л. Суспензию интенсивно 
перемешивали до полного растворения соли и 
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оставляли при комнатной температуре на 20–
24 ч для формирования осадка.

Промывка высоленной высокополимерной 
РНК 3 М раствором NaCl и 96%-м этанолом. 
Высоленный осадок-шрот, содержащий высо-
кополимерную РНК, отделяли от супернатан-
та центрифугированием (3000–3200 g, 20 мин, 
температура комнатная). Супернатант (~2 л) 
осторожно декантировали (осадок скользкий 
и держится слабо), осадок-шрот промывали 
2 порциями по 0,6 л 3 М раствора NaCl и 5 пор-
циями по 150 мл 96%-го этанола; при этом 
шрот диспергировали стеклянной палочкой в 
3 М растворе NaCl минимум 10 мин, а в 96%-м 
этаноле минимум 5 мин, затем осаждали цент-
рифугированием (3000–3200 g, 20 мин в случае 
3 М раствора NaCl и 2 мин в случае этанола, 
температура комнатная). При промывке шрота 
3 М раствором NaCl супернатант удаляли водо-
струйным насосом или грушей, так как на этой 
стадии осадок-шрот еще очень скользкий и при 
простой декантации «плывет». Серый рыхлый 
надосадочный гель удаляли по возможности 
тоже. Промытый шрот сушили на воздухе в те-
чение 2–3 сут до отсутствия запаха спирта.

Регенерация этанола и осаждение из от-
ходов 3 М раствора NaCl низкополимерной 
РНК соляной кислотой. Отработанный спирт 
регенерировали двойной перегонкой (возврат 
80–90 %). Содержащуюся же в супернатанте 
(~2 л) после выделения высокополимерной РНК 
низкополимерную РНК осаждали добавлением 
4 мл концентрированной HCl. Сформировав-
шийся в течение 2 сут при комнатной темпе-
ратуре осадок низкополимерной РНК осажда-
ли центрифугированием (3000–3200 g, 10 мин, 
температура комнатная), промывали 2 порция-
ми по 200 мл 96%-го этанола и сушили на воз-
духе при комнатной температуре до отсутствия 
запаха HCl.

Выделение из сухого шрота чистой высоко-
полимерной РНК. Чистую высокополимерную 
РНК выделяли по мере необходимости из сухо-
го шрота экстракцией дистиллированной водой 
(время экстракции 1–2 ч при периодическом пе-
ремешивании). Экстракт осветляли центрифу-
гированием (3000–3200 g, 10 мин, температура 
комнатная), разливали в виалы по 1,5 мл (30 мг 
РНК), замораживали и лиофилизовали. Далее 
виалы закупоривали резиновыми пробками и 
завальцовывали алюминиевыми колпачками, 
после чего прогревали их в суховоздушном су-
шильном шкафу при 110 °С в течение 1 ч. Полу-
чался готовый к биологическим и доклиничес-
ким испытаниям стерильный препарат (предпо-
лагаемое рыночное название – Виталанг-2).

Животные. Для анализа биологической ак-
тивности полученного препарата использовали 
здоровых половозрелых животных – беспород-
ных белых мышей обоего пола массой 14–16 г, 
полученных из питомника лабораторных жи-
вотных ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор». Все экспери-
менты проводились в соответствии с [11].

В эксперименте было использовано 168 мы-
шей, из них 126 животных – в опыте (18 групп 
по 7 мышей в группе) и 42 – в контроле (6 групп 
по 7 мышей в группе).

Животных заражали вирусом эктромелии, 
штамм К-1, полученным из отдела коллекции 
микроорганизмов ФГУН ГНЦ ВБ «Вектор» и 
наработанным на перевиваемой клеточной ли-
нии Vero (клетки почки зеленой мартышки) с 
титром 9,33 × 105 БОЕ/мл.

Препарат Виталанг-2 в день проведения эк-
сперимента растворяли в стерильном физиоло-
гическом растворе (ФР), встряхивая 15–30 мин.

Испытание противовирусной активности 
препарата Виталанг-2 в отношении вируса 
эктро мелии (профилактическая схема). Препа-
рат Виталанг-2 вводили мышам внутримышеч-
но трехкратно в течение дня с интервалом в 4 ч 
(11.00, 15.00 и 19.00) в суммарной дозе 0,1 мг на 
1 кг массы тела животного (3 группы по 7 мы-
шей в каждой), 0,5 мг/кг (3 группы по 7 мышей 
в каждой) и 1,0 мг/кг (3 группы по 7 мышей 
в каждой) в объеме 200 мкл за одно введение. 
В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали 3 группы по 7 мышей, которым внут-
римышечно вводили ФР в объеме 200 мкл за 
одно введение три раза в течение дня в те же 
сроки, что и в опыте. Через 1 ч после третьего 
введения всех препаратов (20.00) животных за-
ражали интраназально под эфирным наркозом 
летальной дозой (10 LD50, содержащих 2,57 lg 
БОЕ) вируса эктромелии в объеме 40 мкл/мышь. 
Гибель животных учитывали ежедневно в тече-
ние последующих 16 дней, оценивали процент 
гибели, коэффициент защиты и среднюю про-
должительность жизни. За максимальную ве-
личину продолжительности жизни выживших 
животных принимали 16 сут, т. е. следующий 
день после прекращения гибели инфицирован-
ных мышей. Коэффициент защиты рассчитыва-
ли по формуле: % гибели в контроле – % гибе-
ли в опыте (табл. 1).

Испытание противовирусной активности 
препарата Виталанг-2 в отношении вируса 
эктромелии (лечебная схема). Мышей опытных 
и контрольных групп инфицировали интрана-
зально под эфирным наркозом летальной дозой 
(10 LD50, содержащих 2,57 lg БОЕ) вируса экт-
ромелии в объеме 40 мкл на 1 мышь (10.00). Че-
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показателей вычисляли среднее арифметичес-
кое значение (М), ошибку среднего арифме-
тического значения (m) и представляли в виде 
M ± m, различия между группами оценивали с 
помощью критерия Стъюдента; при анализе ка-
чественных показателей использовали точный 
критерий Фишера; достоверными считались 
результаты при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Наиболее дешевым и доступным сырьем для 
промышленного выделения высокополимерной 
РНК являются дрожжи. Самые продуктивные 
из них – сухие пекарские (табл. 3). Принципи-
альным моментом при работе с дрожжами яв-
ляется выбор поверхностно-активного вещест-
ва (ПАВ) для лизиса их хитиновых клеточных 
стенок. Крестфилд и соавт. использовали с этой 
целью ДДС-Na [12]. Однако выделенная с его 
помощью высокополимерная РНК содержит 
примесные высокомолекулярные ассоциаты 
РНК с белками и полисахаридами [10], которые 
сильно искажают биологические свойства РНК 
[4]. Альтернативой ДДС-Na могут служить ще-
лочные соли жирных кислот. При получении 
высокополимерной РНК – «Полирибоната» – в 
качестве лизирующего агента была использова-
на 2-этилгексановая кислота. Как ветеринарный 
противовирусный препарат, «Полирибонат» 

Таблица 3
Относительный выход высокополимерной РНК

из разных дрожжей

Дрожжи
Относи-
тель ный 
вы ход, %

Сухие пекарские дрожжи (Новосибирский 
дрожжевой завод, ГОСТ 28483-90) 100,0

Прессованные пекарские дрожжи 
(Новосибирский дрожжевой завод, ТУ 
9182-001-00367108-04)

55,6

Прессованные пекарские дрожжи 
(Новосибирский дрожжевой завод, ГОСТ 
171-81)

29,1

Кормовая смесь «СКД-плюс» (Мариинский 
спиртовой комбинат, ТУ 9296-061-
00334586-2003)

< 0,4

Отработанные пивные дрожжи (ОАО 
«Родник», г. Новосибирск) 43,0

Отработанные пивные дрожжи (ООО 
«Тинькофф», г. Новосибирск) 36,9

Отработанные пивные дрожжи (ООО 
«Петровичъ», г. Ставрополь) 18,7

Отработанные пивные дрожжи (Завод 
«Балтика», г. Новосибирск) < 3,4

рез 1 ч (11.00) животным вводили препарат Ви-
таланг-2 внутримышечно и затем еще дважды 
в течение дня с интервалом в 4 ч (15.00 и 19.00) 
в суммарной дозе 0,1 мг на 1 кг массы тела жи-
вотного (3 группы по 7 мышей в каждой), 0,5 
мг/кг (3 группы по 7 мышей в каждой) и 1,0 
мг/кг (3 группы по 7 мышей в каждой) в объ-
еме 200 мкл за одно введение. В качестве отри-
цательного контроля использовали 3 группы по 
7 инфицированных мышей, которым через 1 ч 
внутримышечно вводили ФР в объеме 200 мкл 
за одно введение и затем еще дважды в течение 
дня с интервалом в 4 ч (15.00 и 19.00) в том же 
объеме. Гибель животных учитывали ежеднев-
но в течение последующих 16 дней, оценивали 
процент гибели, коэффициент защиты и сред-
нюю продолжительность жизни (табл. 2).

Испытания противовирусной активности 
препарата Виталанга-2 в отношении вируса 
гриппа птиц A/chicken/Kurgan/05/2005 (H5N1) 
(профилактическая схема). Препарат Виталанг-
2 вводили мышам внутримышечно трехкратно 
в течение дня с интервалом в 4 ч (11.00, 15.00 
и 19.00) в суммарной дозе 0,1 мг на 1 кг массы 
тела животного (3 группы по 7 мышей в каж-
дой), 0,5 мг/кг (3 группы по 7 мышей в каж-
дой), 1,0 мг/кг (3 группы по 7 мышей в каж-
дой) в объеме 200 мкл за одно введение. В ка-
честве положительного контроля использовали 
3 группы по 7 мышей, которым один раз в день 
в течение 5 дней перорально вводили противо-
гриппозный препарат озельтамивир (Тамифлю) 
в дозе 5 мг на 1 кг массы тела мыши в объеме 
200 мкл за одно введение. В качестве отрица-
тельного контроля использовали 3 группы по 
7 мышей, которым внутримышечно вводили 
физиологический раствор в объеме 200 мкл за 
одно введение три раза в течение дня в те же 
сроки, что и в опыте. Через 1 ч после третьего 
введения всех препаратов животных заражали 
интраназально под эфирным наркозом леталь-
ной дозой (10 LD50, содержащих 1,49 lg ТЦД50) 
вируса гриппа птиц A/H5N1 в объеме 40 мкл/
мышь. Гибель животных учитывали ежеднев-
но в течение последующих 16 дней, оценивали 
процент гибели, коэффициент защиты и сред-
нюю продолжительность жизни. 

Статистическая обработка. Статистичес-
кую обработку данных проводили с помощью 
пакета прикладных программ «Statistica 6.0», 
ис пользуя t-критерий Стъюдента, а также U-кри-
терий Манна–Уитни. Достоверность различий 
средних величин устанавливали с помощью t-
кри терия Стъюдента при p ≤ 0,05.

При проведении статистической обработки 
результатов исследования для количественных 
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вполне заслуженно занял соответствующий 
сегмент рынка. Однако для медицинских целей 
клетки дрожжей желательно лизировать пище-
вой жирной кислотой. Мы выбрали для этого 
незаменимый продукт питания – олеиновую 
кислоту. С ней легче работать, чем с гидрофоб-
ными насыщенными жирными кислотами. При 
ее использовании достигается максимальный 
выход целевого продукта (табл. 4). Кроме того, 
олеиновая кислота производится в промышлен-
ных масштабах, доступна и стоит недорого. 

Для экстракции РНК мы предприняли по-
пытку определить оптимальную концентра-
цию ПАВ. По экономическим причинам она 
не должна быть большой. Однако меньше кри-
тической точки мицеллообразования добав-
лять ПАВ тоже нецелесообразно. Принимая во 
внимание эти требования, в настоящей работе 
концентрацию олеиновой кислоты при лизисе 
дрожжей варьировали от 0,75 до 3,8 %. В кон-
трольном эксперименте кипятили дрожжи в 
дистиллированной воде. Как видно из табл. 5, 
лизис дрожжей с использованием олеиновой 
кислоты следует проводить при ее начальной 
концентрации 1,5 %. Без ПАВ выход высоко-
полимерной РНК ничтожно мал. Оптимальное 
время экстракции РНК из клеток дрожжей оле-
иновой кислотой было определено нами в ки-
нетическом эксперименте (рис. 1). Как видно 
из рисунка, оно равно 40 мин, т. е. совпадает с 
таковым для ДДС-Na [10]. 

Следующей процедурой, требующей опти-
мизации, была очистка перешедшей в раствор 
РНК от фрагментов разрушенных клеток дрож-
жей. Одним из способов разделения таких сус-
пензий, широко применяемых на практике, яв-
ляется седиментация. Мы варьировали условия 
осаждения при седиментации лизата дрожжей 
от 1000 до 17000 g и нашли, что 3000 g вполне 
достаточно для образования плотного осадка 
дрожжевого шлама и количественного отделе-
ния от него экстракта РНК. Хороший результат 
может быть получен также путем простого от-

стаивания, но в этом случае время седимента-
ции следует увеличить с 10 мин до 1 сут. 

Что касается высаливания высокополимер-
ной РНК из экстракта хлористым натрием и 
промывки осадка-шрота 3 М раствором NaCl 
и этанолом, то при выполнении этих процедур 
мы использовали лучшие методические наход-
ки способа [4]. В частности, все операции про-
водили при комнатной температуре. Заменили 
только отстаивание на низкоскоростное цент-
рифугирование.

Готовый к биологическим и доклиничес-
ким испытаниям препарат Виталанг-2 получа-
ли стерилизацией путем прогревания в сухо-
воздушном сушильном шкафу в течение 1 ч 
при 110 °С. При снижении температуры ниже 
100 °С и времени прогревания менее 50 мин 
стерильность не достигалась, а при увеличении 
температуры выше 120 °С и времени прогрева-
ния более 70 мин начиналась деградация РНК. 
Альтернативный способ стерилизации полу-
ченной в настоящей работе высокополимерной 
РНК был разработан нами потому, что через 

Таблица 4
Относительный выход высокополимерной РНК 

из пекарских дрожжей при использовании 
для их лизиса различных детергентов

Детергент Относительный выход, 
%

Олеиновая кислота 100,0
ДДС-Na 99,6
Гексановая кислота 21,5

Таблица 5
Зависимость выхода высокополимерной РНК 
от концентрации использованной для лизиса 

дрожжей олеиновой кислоты

Концентрация 
олеиновой кислоты, % 0 0,75 1,5 2,5 3,8

Относительный выход 
высокополимерной 
РНК, %

0,97 79,7 100,0 86,8 83,3

Рис. 1. Кинетика экстракции РНК из клеток пекарс-
ких дрожжей (температура +100 °С, концент-
рация олеиновой кислоты 1,5 %).
По оси ординат – концентрация РНК, пере-
шедшей из клеток в раствор 
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стерилизующие мембраны ее вязкий раствор 
не проходит. Как видно из рис. 2, это связано 
с тем, что молекулярная масса нашей высоко-
полимерной РНК значительно превышает тако-
вую контрольного образца высокополимерной 
дрожжевой РНК с молекулярным распределе-
нием 100–500 нуклеотидов.

Основные характеристики 6 образцов препа-
рата Виталанг-2, приготовленных для доклини-
ческих испытаний, приведены в табл. 6. Здесь 
же следует отметить, что препарат Виталанг-2 
обладает амфифильными свойствами: раство-
римость в воде – удовлетворительная (если 
относительно гидрофильный Полирибонат рас-
творяется в воде в течение нескольких секунд, 
то наш амфифильный препарат – только через 
15–120 мин при периодическом перемешива-
нии), водный раствор мылкий, нерастворенные 
крупинки скользкие. Для сравнения, согласно 
ТУ 9291-002-44040845-2004 для Полирибоната 
сорта А: весовая экстинкция, D260, ед./мг ≥ 16; 
содержание КРФ, % ≤ 3; спектральные отноше-

ния: D230 / D260 – данных нет; D250 / D260 – 0,86–
0,95; D280 / D260 – 0,44–0,50. Для Полирибоната 
сорта В весовая экстинкция, D260, ед./мг ≥ 14.

Выход из 300 г сухих дрожжей ценного 
сопутствующего продукта – концентрата кор-
мового белка с примесью олеиновой кислоты – 
250–270 г, низкополимерной РНК – до 2,4 г. 
Последняя в 3 М NaCl при комнатной темпе-
ратуре находится в растворе, из которого мы 
осаждали ее соляной кислотой (табл. 7). 

Полученный в настоящей работе с помо-
щью олеиновой кислоты препарат высокополи-
мерной дрожжевой РНК биологически активен 
и малотоксичен (LD50 > 2 г/кг). Его противови-
русные свойства подтверждены патентом [13] и 
экспериментами с вирусом эктромелии. 

В связи с тем что в настоящее время нет ни 
одного коммерческого противовирусного препа-
рата в отношении поксвирусов, в данных экспе-
риментах не было использовано положительно-
го контроля, а в качестве отрицательного кон-
троля использовали ФР. Достоверное преиму-

Таблица 6
 Результаты 6 стандартных выделений с помощью олеиновой кислоты высокополимерной РНК 
 из пекарских дрожжей

№ опыта Выход высо ко по-
лимерной РНК, г

Весовая 
экстинкция, 
D260, ед./мг

Содержа ние 
КРФ, %

Прирост 
КРФ, %

Спектральные отношения

D230/D260 D250/D260 D280/D260

1 8,6 17,7 2,33 0,16 0,39 0,89 0,49
2 8,2 17,6 2,32 0,11 0,41 0,91 0,51
3 8,1 18,2 2,20 0,12 0,40 0,91 0,52
4 8,5 18,3 2,25 0,12 0,41 0,90 0,52
5 9,3 17,9 2,21 0,11 0,40 0,90 0,51
6 8,9 17,0 2,33 0,12 0,41 0,91 0,51

Среднее 8,6 ± 0,7 17,8 ± 0,8 2,27 ± 0,07 0,12 ± 0,04 0,40 ± 0,01 0,90 ± 0,01 0,51 ± 0,02

Примечание. В эксперимент брали по 300 г сухой биомассы дрожжей.

Рис. 2. Гель-хроматография в одинаковых условиях на Сефарозе 4В: а – образца высокополимерной РНК, вы-
деленного из пекарских дрожжей предлагаемым способом, б – контрольного образца высокополимерной 
дрожжевой РНК с молекулярным распределением 100–500 нуклеотидов
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щество по количеству выживших животных по 
сравнению с контролем (19,1 % при профилак-
тической и лечебной схемах) наблюдалось как в 
группах, получавших Виталанг-2 до заражения, 
так и в группах, получавших этот препарат пос-
ле заражения мышей летальной дозой (10 LD50) 
вируса эктромелии. В данных экспериментах 
защитный эффект зависел от дозы Виталан-
га-2 (количество выживших мышей составило 
28,6, 38,1 и 47,6 % при использовании лечебной 
схемы и 42,9, 52,4 и 61,9 % при использовании 
профилактической схемы при дозах препарата 
0,1; 0,5 и 1,0 мг на 1 кг массы тела животного 
соответственно). Средняя продолжительность 
жизни при заражении мышей 10 LD50 вирусом 
эктромелии во всех группах, получавших Ви-
таланг-2 до и после заражения, за исключени-
ем одной группы (при дозе препарата 0,1 мг/кг 
в профилактической схеме), была достоверно 
выше, чем в контроле (см. табл. 1, 2). 

При инфицировании мышей вирусом грип-
па птиц (10 LD50) было обнаружено достоверное 
повышение количества выживших мышей в эк-
спериментальной группе (введение Виталанг-2) 
по сравнению с контролем (введение ФР). При 
этом наблюдалась четкая зависимость количес-
тва выживших животных от дозы препарата. 
Следует отметить, что использование в этих 
экспериментах максимальной из исследован-
ных доз – 1 мг на 1 кг массы тела (суммарная 
доза 20 мкг на 1 мышь) приводило к защите 
животных от гриппозной инфекции. Аналогич-
ный эффект при использовании у зараженных 
мышей коммерческого препарата озельтами-
вира (Тамифлю) получили при суммарной его 
дозе на мышь в 25 раз большей (500 мкг на 1 
мышь).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описанный в настоящей работе новый спо-
соб получения амфифильной высокополимер-
ной РНК позволяет упростить известные тех-
нологии получения высокополимерной РНК, 
достигнуть масштабируемости производства, 
его экологической чистоты и безотходности, 
поскольку предполагает работу при комнатной 
температуре, использование низкоскоростных 
центрифуг без охлаждения, а также крупнотон-

нажного и дешевого литического агента – олеи-
новой кислоты, являющейся к тому же незаме-
нимым продуктом питания. Данный способ за-
щищен патентами на изобретение РФ [14, 15].

Показано, что полученная согласно пред-
ставленному способу амфифильная высоко-
полимерная РНК (возможное коммерческое 
название – препарат Виталанг-2) является эф-
фективным средством против вирусов гриппа 
и оспы и после проведения соответствующих 
доклинических и клинических испытаний мо-
жет быть рекомендована для профилактики и 
лечения заболеваний, вызванных ими. Пред-
варительные экспериментальные исследования 
показали, что терапевтическая доза – 1 мг/кг 
массы тела животного или человека.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Фонда содействия развитию малых 
форм предприятий в научно-технической сфе-
ре (Государственный контракт № 5669р/8332 от 
31.03.2008) и Министерства образования и на-
уки Российской Федерации (Государственный 
контракт №16.512.11.2018 от 11.02.2011).
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A new method for an amphiphilic high-polymer RNA producing from dry baker’s yeast is elaborated. The main 
effect of cheapening and non-waste production is achieved by use of oleic acid (food detergent) as lytic agent at the 
concentration of 1–2 %. In comparison with known analogues, characterized by the use of 2-ethylhexanoic acid as 
highly lytic agent, the proposed method does not require a deep cleaning of the fi nal product. The introduction of 
dry yeast in a cool boiling solution of the lytic agent, without their preliminary soaking can suppress the activity 
of lysosomal ribonucleases. Non-waste production is that together with the high-polymer RNA, a concentrate feed 
protein, low molecular weight RNA and natural oligoribonucleotides can be obtained. Experimental verifi cation of 
the antiviral activity of amphiphilic high-polymer RNA is performed on outbred mice infected with ectromelia virus. 
It is shown that intramuscular administration of therapeutic doses of preparation to mice causes marked protection 
from 10 semi-lethal dose (LD50) of ectromelia virus that ranges from 28.6 to 47.6 % depending on the dose. Intro-
duction of preventive doses of preparation leads to greater protection of mice against infection. The protective effect 
of the preparation has dose-dependent character: the most signifi cant effect is observed at the dose of 1,0 mg/kg of 
body weight: in this case 61.9 % of animals are survives in experiment, 19.1 % – in control group.
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ СИСТЕМЫ ВНЕШНЕГО ДЫХАНИЯ 
ПРИ ФИЗИЧЕСКОЙ НАГРУЗКЕ

Геннадий Сергеевич ШИШКИН, Нина Витальевна УСТЮЖАНИНОВА, 
Валентина Владимировна ГУЛЬТЯЕВА

ФГБУ «НИИ физиологии» СО РАМН
630117, г. Новосибирск, ул. Тимакова, 4

У здоровых молодых рабочих, проживающих в Западной Сибири, проанализированы корреляционные связи 
показателей внешнего дыхания и определена функциональная организация системы внешнего дыхания в по-
кое и при физической нагрузке. Установлено, что при нагрузке регуляция вентиляции легких переходит на 
кислородный контур, независимо от исходных параметров внешнего дыхания. Показано, что в обеспечении 
кислородного запроса эффективность вентиляции играет роль только при легкой физической нагрузке. При 
умеренной нагрузке, по мере нарастания частоты дыхания, значение коэффициента использования кислорода 
сводится к нулю и подключается структурный компонент диффузии. Увеличение остаточного объема легких 
отражает включение в вентиляцию и газообмен резервной ткани респираторных отделов легких и соответс-
твующее повышение диффузионной способности в результате увеличения общей респираторной поверхности. 
Такую функциональную организацию системы внешнего дыхания можно условно назвать «нагрузочной». В 
ней сочетаются усиление работы вентиляционной цепочки и мобилизация резервной ткани респираторных 
отделов легких. 

Ключевые слова: система внешнего дыхания, физическая нагрузка, функциональная организация.

В литературе имеются сообщения о том, что 
при физической нагрузке увеличение кислород-
ного запроса организма, кроме интенсификации 
вентиляционного ответа, вызывает повышение 
диффузионной способности легких, которая при 
тяжелых нагрузках может возрастать в 2–4 раза 
[1, 2]. Это объясняют снижением диффузион-
ного сопротивления альвеолярно-капиллярной 
мембраны в результате увеличения газообмен-
ной поверхности альвеол из-за сильного растя-
жения легких на вдохе. 

Известно, что диффузионная способность 
легких пропорциональна альвеолярному объему 
и его респираторной поверхности легких [3–5]. 
Однако возникает вопрос о том, достаточно ли 
для столь большого повышения диффузионной 
способности при физической нагрузке увеличе-
ния объема легких только во время вдоха, т. е. 
по существу только увеличения емкости вдоха. 
Расчеты, выполненные нами ранее на основе 
морфометрической модели E.R. Weibel [6], по-
казали, что при увеличении общей респиратор-
ной поверхности основных функциональных 
микроструктур легочных ацинусов (альвеол и 
альвеолярных ходов) на 10–15 % объем воз-

духа в респираторных отделах должен быть 
больше на 20–30 % [7]. Однако даже у трени-
рованных спортсменов разной специализации 
емкость вдоха при субмаксимальных нагрузках 
возрастает всего на 5–16 % [8]. Поэтому значи-
тельное повышение диффузионной способности 
легких только за счет их растяжения на вдохе 
представляется недостижимым. Для разрешения 
этого несоответствия необходимо проанализи-
ровать при физической нагрузке изменения в 
целом всей функциональной организации сис-
темы внешнего дыхания. 

Целью данной работы было изучение фун-
кциональной организации системы внешнего 
дыхания в покое и при физической нагрузке у 
здоровых молодых мужчин, проживающих в 
Западной Сибири.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследования были проведены в летнее вре-
мя у 21 здорового рабочего машиностроитель-
ного завода. По антропометрическим показате-
лям они представляли достаточно однородную 
группу. Рост рабочих составлял 174,9 ± 0,6 см, 

Шишкин Г.С. – д.м.н., проф., главный научный сотрудник лаборатории физиологии дыхания
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масса тела – 71,6 ± 0,7 кг. Возраст варьировал 
от 20 до 30 лет (26,9 ± 0,8 года). Все они были 
хорошо развиты физически. 

Внешнее дыхание исследовали в покое и 
при выполнении физических нагрузок, которые 
давали на велоэргометре КЕ-11 (Венгрия) при 
скорости педалирования 60 оборотов в минуту. 
Использовали 2 режима: легкая (1 Вт на кг мас-
сы тела) и умеренная (2 Вт/кг) нагрузка. Первая 
соответствует 32–38 % максимальной аэробной 
мощности, определенной заранее у этих же ис-
пытуемых, а вторая – 50–62 %. Продолжитель-
ность нагрузки составляла 3 мин, перерыв меж-
ду нагрузками разной мощности – 30 мин. 

Исследование внешнего дыхания проводили 
строго по стандарту. Вначале показатели опре-
деляли после 20 минут пребывания в состоянии 
относительного покоя и температурного ком-
форта в положении сидя. Затем испытуемый 
раздевался до пояса, садился на велоэргометр 
и начинал дышать в спирометр с уровня спо-
койного выдоха. После 3–4 вдохов он начинал 
выполнять физическую работу. 

Спирографию и определение легочных объ-
емов проводили стандартными способами. Ис-
пользовали оксиспирограф СГ-1М в комплексе 
с газоанализатором из комплекта ПООЛ-1, поз-
воляющим вместе с записью оксиспирограммы 
определять гелиевым методом функциональную 
остаточную емкость. Регистрировали потребле-
ние кислорода (ПО2), показатели вентиляции и 
газообмена (минутный объем дыхания – МОД; 
частоту дыхания – ЧД; дыхательный объем – 
ДО; коэффициент использования кислорода – 
КИО2), статические легочные объемы (жизнен-
ную емкость легких – ЖЕЛ; емкость вдоха – 
Евд; резервный объем выдоха – РОвыд; оста-
точный объем легких – ООЛ; функциональную 
остаточную емкость – ФОЕ). Все показатели, за 
исключением КИО2, нормировали, т.е. выража-
ли в % к должным (Д) значениям для мужчин 
соответствующего возраста, роста и массы тела. 
Нормативы показателей для жителей Западной 
Сибири были определены нами ранее [9]. 

Анализ газового состава выдыхаемого воз-
духа выполняли газоанализатором спиромета-
болической установки «Спиролит-2» и получа-
ли значения концентрации кислорода и двуоки-
си углерода в выдыхаемом воздухе. На основе 
этих показателей и показателей вентиляции, 
полученных при спирографии, рассчитывали 
функциональное мертвое пространство (ФМП), 
минутную вентиляцию мертвого пространства 
(МВМП) и минутную альвеолярную вентиля-
цию (МАВ). Подробно методы исследования 
изложены в предыдущих работах [10]. 

Были также проанализированы взаимосвя-
зи исследованных показателей. Оценку тесно-
ты связи проводили по коэффициенту корре-
ляции Пирсона (r). Значения r меньше | ± 0,16| 
(по модулю) приравнивали к нулю. В тексте 
статьи приводятся только достоверные свя-
зи и достоверные различия связей (р < (0,05–
0,01)). При статистическом анализе динамики 
количествен ных показателей, представленных 
как M ± m (где M – среднее арифметическое 
значение, m – ошиб ка среднего), использовали 
парный t-кри  терий Стъюдента. Достоверность 
результатов оценивали по уровню значимос-
ти р < 0,02. Исследование проведено без риска 
для здоровья людей с соблюдением принципов 
гуманности и этических норм (Хельсинкская 
декларация, 2000 г., Директивы Европейского 
сообщества 86/609) и одобрено Комитетом по 
биомедицинской этике НИИ физиологии СО 
РАМН. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Проведенное исследование показало, что у 
здоровых молодых мужчин потребление кисло-
рода при легкой физической нагрузке возраста-
ет в 3,5 раза (p < 0,02), достигая в среднем 990 
мл × мин–1, или 324 % ДПО2 (табл. 1). Значи-
тельно возрастает и МОД (в 3 раза; p < 0,02), 
составляя в среднем 26,1 л × мин–1, или 283 % 
ДМОД. Некоторое отставание прироста МОД 
от ПО2 объясняется тем, что при легкой нагруз-
ке достоверно повышается эффективность вен-
тиляции. Коэффициент использования кислоро-
да увеличивается на 15 % от исходного уровня 
(p < 0,02). Это повышение может быть резуль-
татом как улучшения сопряжения альвеолярной 
вентиляции и кровотока, которое было ранее 
отмечено рядом исследователей [1, 11, 12], так 
и увеличения ФОЕ (на 11 % ДФОЕ; p < 0,02), 
т. е. объема функционирующей респираторной 
ткани и, соответственно, площади респиратор-
ной поверхности. Последнее также способству-
ет ускорению массопереноса кислорода в рес-
пираторных отделах легких [13].

Увеличение МОД при легкой физической 
нагрузке на 92 % обеспечивается углублением 
дыхания. Дыхательный объем становится боль-
ше в 2,7 раза (p < 0,02), а изменения ЧД не су-
щественны. В связи с большим ДО в 2,5 раза 
уменьшается разведение вдыхаемого воздуха в 
альвеолярном газе (ДО/ФОЕ), что соответствен-
но увеличивает парциальное давление кислоро-
да в альвеолярном газе (РАО2) и разность меж-
ду РАО2 и парциальным давлением кислорода в 
венозной крови РVО2 (ΔРО2), которая является 
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дви жущей силой диффузии кислорода через 
аэро гематический барьер. 

При умеренной физической нагрузке 
(2 Вт × кг–1 массы тела) ПО2 у рабочих повы-
шается еще сильнее. Через 3 мин оно достигает 
1640 мл × мин–1, или 527 % ДПО2 от состояния 
покоя, т. е. возрастает в 5,6 раза. Интенсивно 
увеличивается и МОД (в 5,2 раза), тоже не-
сколько отставая от роста ПО2, что можно объ-
яснить повышением эффективности вентиляции 
(на 10 %; p < 0,02) и увеличением ФОЕ на 13 % 
ДФОЕ (p < 0,02). Как и при легкой нагрузке, 
прирост МОД в основном обеспечивается уве-
личением ДО, однако роль частоты дыхания 
при умеренной нагрузке становится больше. 
Она возрастает на 46 %. При этом отмечается 
одна существенная особенность – в альвеоляр-
ном газе достоверно повышается парциальное 
давление углекислоты (на 10 мм рт. ст., или на 
26 %; p < 0,05). Очевидно, что легочная венти-
ляция в этой ситуации не полностью обеспечи-
вает газовый гомеостаз крови. 

Результаты исследования статических легоч-
ных объемов, выполненные при физической на-
грузке, позволили расшифровать механизм уве-
личения ФОЕ. При легкой нагрузке РОвыд не 
меняется, а ООЛ возрастает на 20 % (p < 0,02). 
Это показывает, что в вентиляцию и газообмен 
включаются резервные ацинусы, увеличивая, 
соответственно, респираторную поверхность и 

улучшая условия диффузии кислорода в легких. 
На величины ЖЕЛ и Евд, характеризующие 
анатомическое развитие и мышечную силу ап-
парата внешнего дыхания, физическая нагрузка 
в 1 и 2 Вт × кг–1 не влияет. 

При физической нагрузке изменяются не 
только значения показателей, но и характер 
связей между процессами вентиляции и газооб-
мена в респираторных отделах легких (табл. 2). 
Во-первых, значительно усиливается связь меж-
ду ПО2 и МОД. Очевидно, что при физической 
работе потребность в кислороде играет более 
важную роль, чем в покое, и регуляция дыхания 
почти полностью идет через парциальное давле-
ние кислорода в артериальной крови. Роль ги-
перкапнического стимула в регуляции дыхания 
при этом уменьшается. Связи МОД, ДО и ЧД 
с парциальным давлением СО2 в альвеолярном 
газе (PACO2) наполовину слабее, чем с ПO2, по-
этому их можно рассматривать как вторичные, 
поскольку PACO2 и ПO2 коррелируют между со-
бой (r = 0,44). В то же время связи ООЛ и ФОЕ 
с PACO2 (r = 0,51 и r = 0,43) выражены сильнее, 
чем с ПO2 (r = 0,45 и r = 0,31). Это указывает 
на то, что при нагрузке происходит раскрытие 
резервных ацинусов респираторных отделов 
легких, которое обусловлено как дефицитом 
кислорода, так и избытком двуокиси углерода в 
артериальной крови. 

Таблица 1
 Показатели внешнего дыхания у здоровых молодых мужчин в покое 
 и при физической нагрузке разной тяжести

Показатель
Величина показателя в % к должному (М ± m)

В покое
При физической нагрузке

1 Вт × кг-1 2 Вт × кг-1

ПО2 94 ± 2,1 324 ± 4,9* 527 ± 9,7*
МОД 94 ± 3,5 283 ± 9,8* 494 ± 16,4*
КИО2 ▼ 40,4 ± 2,2 46,6 ± 2,2* 44,3 ± 2,5
ЧД 99 ± 4,3 112 ± 6,4 145 ± 8,9*
ДО 97 ± 3,8 263 ± 10,6* 358 ± 17,6*
ЖЕЛ 100 ± 2,2 101 ± 2,8 99 ± 2,8
Евд. 99 ± 3,0 98 ± 2,6 96 ± 3,0
РОвыд. 102 ± 3,8 106 ± 5,6 104 ± 5,6
ООЛ 102 ± 4,5 122 ± 4,3* 128 ± 6,1*
ФОЕ 103 ± 3,3 114 ± 3,2* 116 ± 3,7*
ДО/ФОЕ▼ 0,17 ± 0,01 0,42 ± 0,02* 0,58 ± 0,03*
РАО2 (мм рт. ст.) ▼ 106 ± 2,0 109 ± 3,0 105 ± 4,0
РАСО2 (мм рт. ст.) ▼ 39,0 ± 1,2 38,9 ± 2,0   49,1 ± 5,3 *

Примечание. ▼ – показатели не нормированы; здесь и в табл. 2 * – отличие от величины соответствующего пока-
зателя в покое статистически значимо при p < 0,02.
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Во-вторых, при обеих нагрузках достоверно 
усиливается связь ПО2 с ДО (r = (0,77–0,82)). 
Дыхательный объем почти полностью обуслов-
ливает прирост МОД. Причем важна не только 
величина ДО, но и степень его разведения в лег-
ких (ДО/ФОЕ). Тесная связь этого показателя с 
ПО2 (r = 0,80–0,83) отражает повышение пар-
циального давления кислорода в альвеолярном 
воздухе во время вдоха. Различия между лег-
кой и умеренной нагрузкой заключаются лишь 
во вкладе ЧД в обеспечение изменений МОД. 
Выраженная связь ПО2 с ЧД (r = 0,60) появля-
ется только при нагрузке 2 Вт × кг–1. Очевидно, 
что увеличение частоты дыхания используется 
как резерв второй очереди, когда дальнейшее 
углубление дыхания становится энергетически 
невыгодным в результате резкого повышения 
использования кислорода дыхательными мыш-
цами. Однако повышение ЧД снижает эффек-
тивность вентиляции. Поэтому связь КИО2 с 
ПО2 при легкой физической нагрузке сильнее, 
чем при умеренной. Так же ведет себя связь ДО 
с КИО2 (r = 0,51), которая при умеренной на-

грузке становится недостоверной. В результате, 
эффективность вентиляции играет существенное 
значение в обеспечении изменений ПО2 только 
при легкой физической нагрузке. По-видимому, 
возможности повышения диффузионной спо-
собности легких при нагрузке 2 Вт × кг–1 исчер-
пываются. 

При нагрузках исчезают сильные обратные 
связи между МОД и КИО2, а также ЧД и ДО, 
которые характеризуют точность и жесткость 
регуляции дыхания со стороны дыхательно-
го центра. По-видимому, при очень большом 
объеме легочной вентиляции (26–48 л · мин–1) 
точность регуляции, характерная для состояния 
покоя, теряет свое значение. Изменения МОД в 
покое в основном базируются на ЧД. При лег-
кой физической нагрузке они обеспечиваются в 
большей мере за счет ДО, а при умеренной фи-
зической нагрузке – за счет обоих показателей. 

Включение резервной ткани респираторных 
отделов легких в газообмен проявляется увели-
чением ООЛ и ФОЕ. При обеспечении потреб-
ления кислорода в условиях относительного по-

Таблица 2
 Зависимость между показателями внешнего дыхания у здоровых молодых мужчин в покое 
 и при физической нагрузке разной тяжести

Взаимосвязь
Коэффициент корреляции

В покое
При физической нагрузке

1 Вт × кг-1 2 Вт × кг-1

ПО2 – МОД 0,55 0,89 * 0,86 *
ПО2 – КИО2 0 0,44 * (0,25)
ПО2 – ЧД 0 0,39 0,60 *
ПО2 – ДО 0,47 0,77* 0,82 *
МОД – КИО2 –0,85 0* (–0,17)*
ЧД – МОД 0,57 0,58 0,74
ДО – МОД (0,24) 0,72* 0,77*
ДО – КИО2 0 0,51* (0,26)
ЧД – ДО –0,53 0* (–0,27)
ПО2 – ООЛ 0 0,49* 0,45*
ПО2 – ФОЕ 0 (0,29) (0,31)
ПО2 – ДО/ФОЕ 0,41 0,80* 0,83*
ООЛ – ДО 0 0,42* 0,53 *
ООЛ – МОД 0 0,41* 0,44*

PACO2 – МОД 0,37 0 0,42
PACO2 – ЧД 0 0 (0,36)
PACO2 – ДО 0 0 0,41*
PACO2 – ООЛ (0,22) 0 0,51*
PACO2 – ФОЕ (0,17) 0 0,43*

Примечание. Коэффициенты корреляции в скобках статистически не значимы; значения меньше 0,16 (по модулю) 
приравнены к нулю.
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коя связи с параметрами респираторного аппа-
рата не выявляются. При физической нагрузке 
такие связи возникают. Из статических легоч-
ных объемов основное значение в обеспечении 
изменений кислородного запроса организма иг-
рает ООЛ, отражающий число ацинусов, учас-
твующих в газообмене. При обеих нагрузках 
связь ПО2 с ООЛ достоверна (r = (0,45–0,49)), 
так же как и ООЛ с ДО и МОД (см. табл. 2). 

Анализ взаимосвязей в системе внешнего 
дыхания при физических нагрузках позволяет 
оценить изменения ее функциональной органи-
зации. Известно, что роль периферической хе-
морецепции в рабочем гиперпноэ усиливается 
и сводится к тонкой настройке альвеолярной 
вентиляции для минимизации отклонений пар-
циального давления O2 и СO2 от уровня покоя 
[14–16]. Наши результаты это подтверждают.

Приведенные данные показывают, что в со-
стоянии относительного покоя функциональная 
организация системы внешнего дыхания сво-
дится к простой «вентиляционной цепочке», 
работающей по принципу «больше-меньше», 
адекватно потреблению кислорода организмом. 
Все изменения ПО2 почти полностью обеспечи-
ваются динамикой вентиляции легких. Повы-
шение уровня энергетических процессов в орга-
низме приводит к снижению парциального дав-
ления О2 и повышению парциального давления 
CO2 в венозной крови, а затем, соответственно, 
и в артериальной крови (рис. 1). Возникают 
гиперкапнический и гипоксический стимулы, 
которые активируют дыхательный центр (ДЦ), 
что вызывает увеличение ДО и ЧД. В результа-
те МОД и МАВ становятся больше. Возраста-
ние последней восстанавливает градиент кисло-
рода (ΔРО2). 

Согласно закону Фика, скорость диффузии 
газов в легких определяется произведением 
ΔРО2 и диффузионной способности легких (DL). 
Первая обеспечивается легочной вентиляцией, 
вторая – состоянием респираторного аппарата. 
Коэффициент корреляции между ПО2 и МОД 
у здоровых мужчин в покое составляет 0,55. 
Понятно, что это не непосредственная связь. 
Она опосредована через МАВ, РАО2 и ΔРО2, 
каждая из которых имеет свою вариабельность. 
Однако, несмотря на это, корреляция хорошо 
выражена, т. е. связь стабильна. В то же время 
зависимость ПО2 от диффузионной способнос-
ти легких очень слабая (r = 0,24) и мало досто-
верна, т. е. ее можно считать несущественной. 
Таким образом, параметры аппарата внешнего 
дыхания на изменения кислородного запроса 
организма в покое фактически не реагируют. 
Связь ПО2 с КИО2 не выявляется. Индивидуаль-

ные изменения кислородного запроса организма 
у здоровых людей почти полностью обеспечи-
ваются увеличением или уменьшением венти-
ляции легких. 

Как известно, корреляция между ПО2 и КИО2 
служит проявлением одновременного сочетания 
зависимости между ПО2 и двумя структурными 
параметрами: функциональным мертвым про-
странством и диффузионной способностью лег-
ких, причем с первым связь отрицательная, а со 
вторым – положительная [17, 18]. Отсутствие 

Рис. 1. Схема функциональных связей в системе вне-
шнего дыхания при обеспечении изменений кис-
лородного запроса организма в покое. Здесь и на 
рис. 2 ↑ – уровень энергетических процессов в 
организме, знаками «+» и «–» обозначен харак-
тер связи, цифрами – коэффициенты корреля-
ции между показателями; РАО2 и РАСО2 – со-
ответственно парциальное давление кислорода 
и двуокиси углерода в альвеолярном газе, РаО2, 
РаСО2 и PvO2, PvСO2 – парциальное давление 
кислорода и двуокиси углерода в артериальной 
и венозной крови соответственно, ΔPO2 = раз-
ность РАО2 – РVО2
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корреляции между ПО2 и КИО2 подтверждает 
то, что у здоровых людей в покое связи уравно-
вешивают друг друга и диффузионная способ-
ность легких в обеспечении изменений ПО2 не 
участвует. При физической нагрузке ФМП зна-
чительно увеличивается [19]. Поэтому отрица-
тельная составляющая связи ПО2 с КИО2 стано-
вится больше, а сочетанная корреляция должна 
уменьшаться. Однако проис ходит наоборот. Ре-
гистрируется выраженная сочетанная корреля-
ция. Очевидно, что связь ПО2 с DL становится 
преобладающей и сильной.

Соответствие легочной вентиляции уров-
ню энергетических процессов в организме при 
нагрузках близко к полному. Коэффициент 
корреляции между ними в среднем равен 0,88. 
Настройка легочной вентиляции проходит по 
кислороду, так как такая корреляция указывает 
на причинно-следственные связи. Увеличение 
роли кислорода в регуляции дыхания при физи-
ческой нагрузке обосновано, так как именно не-
хватка О2 лимитирует окислительные процессы 
в мышечной клетке при усилении ее метаболиз-
ма [6]. Для нормального функционирования не-

обходимо поддержание внутриклеточного пар-
циального давления кислорода в работающих 
мышцах в диапазоне от 0,5 до 3,5 мм рт. ст. 
[20]. Интенсивное выделение двуокиси углеро-
да через аэрогематический барьер в альвеолы и 
некоторое повышение РАСО2 (при умеренной 
нагрузке на 10 мм рт. ст., p < 0,01) включает до-
полнительный контур усиления гиперкапничес-
кого стимула. 

У здоровых мужчин в условиях относи-
тельного покоя регуляция дыхания происходит 
только путем изменения вентиляции легких. 
Однако уже при легкой физической нагрузке 
в регуляцию дыхания включается структурный 
компонент (рис. 2). Остается открытым вопрос 
о том, каким образом гиперкапния и гипоксе-
мия вызывают мобилизацию резервных аци-
нусов. Известно, что при острых воздействиях 
различных стимулов (например, гипоксии или 
изменении сопротивления воздухоносных пу-
тей) изменяется механика дыхания и, как след-
ствие, легочные объемы. Эти изменения регу-
лируются центральной нервной системой [21]. 
Можно предполагать, что в ответ на гипер-

Рис. 2. Схема функциональных связей в системе 
внешнего дыхания при физической нагрузке. 
Nfac – количество функционирующих ацину-
сов, Dac – диффузионная способность функ-
ционирующих ацинусов
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капнию и гипоксемию происходят изменения 
тонуса гладкой мускулатуры терминальных и 
внутридольковых бронхиол. По данным Brown, 
Mitzner [22], Skloot, Togias [23], углубление ды-
хания вызывает дилатацию бронхов, и бронхи-
альная проходимость увеличивается. Во всяком 
случае мы выявили выраженную связь между 
РАСО2 и ООЛ (r = 0,51), почти такую же, как 
между РАСО2 и МОД (r = 0,42). 

Таким образом, схема регуляции дыхания 
при увеличении кислородного запроса организ-
ма включает изменения не только вентиляции 
и паттерна дыхания, но и легочных объемов. В 
целом эту схему функциональной организации 
системы внешнего дыхания можно условно на-
звать «нагрузочной». В ней сочетается усиле-
ние работы вентиляционной цепочки и мобили-
зация резервной ткани респираторных отделов 
легких. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Обобщая основные результаты данного ис-
следования, можно заключить, что при физи-
ческих нагрузках, выполняемых при комнатной 
температуре, регуляция вентиляции легких в 
основном переходит на кислородный контур, не-
зависимо от исходных параметров внешнего ды-
хания. Ведущим гомеостатируемым параметром 
становится парциальное давление кислорода в 
артериальной крови. При этом снимаются все 
ограничения с легочной вентиляции и отклю-
чаются механизмы, направленные на экономию 
работы дыхания, на что указывает исчезновение 
связей МОД с КИО2 и ЧД с ДО. В обеспечении 
кислородного запроса эффективность вентиля-
ции играет роль только при легкой физической 
нагрузке. При умеренной нагрузке, по мере на-
растания ЧД, значение КИО2 сводится к нулю. 
При физических нагрузках к обеспечению кис-
лородного запроса организма подключается 
структурный компонент диффузии. В результате 
увеличения ООЛ, которое отражает включение 
в вентиляцию и газообмен резервной ткани рес-
пираторных отделов легких, становится больше 
альвеолярный объем и его респираторная по-
верхность, что и приводит к соответствующему 
повышению диффузионной способности. 
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FUNCTIONAL ORGANIZATION OF RESPIRATORY SYSTEM DURING 
PHYSICAL ACTIVITY

Gennadiy Sergeevich SHISHKIN, Nina Vital’evna USTYUZHANINOVA, 
Valentina Vladimirovna GULTYAEVA
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630117, Novosibirsk, Timakov str., 4

Functional organization of respiratory system, based on correlations between respiratory indices at rest and during 
physical activity was examined in healthy young inhabitants of Western Siberia. It is found that oxygen loop regu-
lates pulmonary ventilation during physical activity, independently from baseline respiratory parameters. Ventilatory 
effi ciency is shown to be of great concern in oxygen consumption supplying only during light physical activity. 
Signifi cance of oxygen utilization coeffi cient reduces to zero concurrently with breathing frequency increase and 
connection of structural component of diffusion during moderate physical activity. Residual volume increase refl ects 
that reserve tissue of the respiratory regions of the lungs  in ventilation and gas exchange and appropriate 
diffusion capacity rises as a result of respiratory surface enlargement. This functional organization of the respiratory 
system can be named “physically active”. Ventilatory chain intensifi cation combines with the reserve tissue of respira-
tory regions mobilization in it.
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ВИДОВОЙ СОСТАВ СПИРОХЕТ BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO, 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ В ПОПУЛЯЦИИ КЛЕЩЕЙ IXODES PERSULCATUS 
НА ТЕРРИТОРИИ НОВОСИБИРСКОГО НАУЧНОГО ЦЕНТРА

Анатолий Борисович БЕКЛЕМИШЕВ, Александр Владимирович РЯБЧЕНКО, 
Алексей Львович МАМАЕВ 

ФГБУ НИИ биохимии СО РАМН
630117, г. Новосибирск, ул. Тимакова, 2

Цель работы – определить зараженность клещей I. persulcatus, отловленных в рекреационной зоне Новоси-
бирска в весенние периоды с 2003 по 2008 г., спирохетами B. burgdorferi s. l. Материалы и методы. Обнару-
жение в клещах и генотипирование боррелий проводили методами ПЦР и анализа полиморфизма длин рест-
риктных фрагментов ампликонов межгенной области rrf-rrl. Результаты. Обследовано 1259 особей взрослых 
клещей. Зараженность клещей боррелиями в период с 2003 по 2008 г. колебалась в пределах от 20,1 ± 2,3 
до 31,7 ± 6,0 %. В клещах обнаружены спирохеты двух видов: B. afzelii и B. garinii. Доля спирохет B. afzelii 
являлась относительно постоянной, тогда как в случае вида B. garinii, включающего геномные группы NT29 
и 20047T, прослеживается возрастание доли боррелий группы 20047T. Выявлены особи клещей, инфицирован-
ные, предположительно, спирохетами B. japonica. 

Ключевые слова: клещ Ixodes persulcatus, зараженность, ПЦР, вид, Borrelia burgdorferi sensu lato.

Лайм-боррелиоз (синонимы: иксодовый кле-
щевой боррелиоз, болезнь Лайма) – одно из са-
мых распространенных природно-очаговых за-
болеваний в России, возбудителем которого яв-
ляются спирохеты комплекса Borrelia burgdorferi 
sensu lato (s. l.), относящиеся к роду Borrelia, 
входящему в семейство Spirochaetaceae. В насто-
ящее время охарактеризовано 18 видов спиро-
хет, входящих в состав комплекса B. burgdorferi 
s. l., из которых только три (B. burgdorferi s. s, 
B. garinii и B. afzelii) являются патогенными для 
человека [8, 19]. Все эти виды боррелий были 
обнаружены на европей ской территории России 
[1, 3, 17]. На территории Европы были выделены 
из биоптатов кожи пациентов и описаны новые 
относительно патогенные для человека виды: 
B. spielmanii [18, 21], B. lusitaniae и B. valaisiana 
[12, 13, 19]. Долгое время считалось, что в Рос-
сии циркулируют только два генотипа — B. ga-
rinii и В. afzelii с явным преобладанием первого 
[1, 17]. Однако уже в 2001 г. появились работы, 
свидетельствующие о циркуляции на европейс-
кой части России спирохет вида B. burgdorferi 
s. s. [3, 11]. Описан также случай обнаружения 
спирохет B. miyamotoi от пациентов на террито-

рии Ленинградской области [6]. На территории 
Сибири и, в частности, Новосибирской области 
найдено только два патогенных вида боррелий: 
B. garinii (группы 20047Т и NT29) и B. afzelii [2, 
9, 14, 15]. Однако в 2007 г. в Омской области 
в популяции клещей Dermacentor reticulates об-
наружена ДНК, которая имела высокую степень 
сходства по межгенному спейсеру rrfA-rrlB с 
ДНК вида B. spielmani [4]. 

Выявление новых видов боррелий на терри-
ториях, где ранее их не обнаруживали, может 
быть обусловлено как увеличением числа ис-
следований в этом направлении с использова-
нием новых более совершенных методов анали-
за, так и возможным распространением видов 
боррелий вследствие миграций млекопитающих 
и птиц. Чтобы ответить на эти вопросы, необхо-
димы обширные систематические исследования 
зараженности иксодовых клещей. 

Целью настоящей работы явилось иссле-
дование зараженности клещей I. persulcatus, 
отловленных в рекреационной зоне Новосибир-
ского научного центра (ННЦ) в весенние перио-
ды с 2003 по 2008 г., спирохетами B. burgdorferi 
s. l. и определение их видового состава. 
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Сбор клещей. Клещей Ixodes persulcatus 
(Schulze) отлавливали флаговым методом в ле-
сопарковой зоне ННЦ в апреле–мае с 2003 по 
2008 г. Всего было отловлено и проанализиро-
вано 1259 имаго обоих полов. ДНК выделяли 
только из живых особей клещей.

Выделение суммарного препарата ДНК из 
клещей. ДНК из живых клещей выделяли мето-
дом [10]. Препараты ДНК хранили при –20 оС. 

Обнаружение ДНК спирохет B. burgdorferi 
s. l. в суммарных препаратах ДНК клещей и 
их генотипирование. Обнаружение ДНК бор-
релий и их генотипирование осуществляли с 
помощью ПЦР и анализа полиморфизма длин 
рестриктных фрагментов (ПДРФ) межгенной 
области по методике [16] с некоторыми моди-
фикациями [9]. В реакционную смесь объемом 
50 мкл вносили по 2–5 мкл препарата ДНК, 
выделенного из клеща. Температура отжига 
праймеров с ДНК составляла 64 °С, суммарное 
количество циклов ПЦР – 40. Для определения 
ложноотрицательных результатов ПЦР, обус-
ловленных присутствием в некоторых препара-
тах исследуемой ДНК ингибиторов Taq-полиме-
разы, реакцию проводили в присутствии ДНК 
внутреннего контроля с дополнительной парой 
соответствующих ей праймеров [9]. Продукты 
ПЦР анализировали в 6–8 % полиакриламидном 
геле (ПААГ). Размеры ампликонов, синтезируе-
мых на ДНК внутреннего контроля, составляли 
150 пар нуклеотидов (п. н.). ПЦР проводили на 
амплификаторе «Терцик» («ДНК-технология», 
Россия). В работе использовались ферменты 
компании «Сибэнзим» (Россия).

Доля позитивных клещей и доля индивиду-
ального вида от общего количества генотипиро-
ванных образцов определялась как p  ±  SD по 

формулам: p = P
n  × 100 % и SD =  (100 )p p

n
− , 

где р — среднее арифметическое, SD – стандар-
тное отклонение, Р – количество позитивных 
особей в выборке, n – величина выборки.

Электрофорез ДНК проводили в 6 и 16 % 
ПААГ, в качестве маркерной ДНК использо-
вали ДНК плазмиды pUC19, гидролизованной 
рестриктазой MspI (размеры рестриктов: 501, 
489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 34 × 2, 
26 п. н.)

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Обнаружение и генотипирование геномных 
ДНК боррелий, выделенных из клещей, осу-
ществлялись в два последовательных этапа, 

включаю щих выявление межгенной области 
генов 5S и 23S рРНК (rrf-rrl) методом ПЦР с 
использованием праймеров, специфичных для 
спирохет комплекса B. burgdorferi s. l., и после-
дующий анализ полиморфизма длин рестрикт-
ных фрагментов, полученных гидролизом амп-
ликонов межгенной области rrf-rrl рестриктазой 
Tru9I (изошизомер MseI). На первом этапе амп-
лифицировали фрагмент межгенной области rrf-
rrl, длина которого составляет в зависимости от 
вида 250–270 п. н. В качестве положительного 
контроля в ПЦР использовали геномную ДНК 
B. burgdorferi s. s. эталонного штамма В31, раз-
мер ампликона межгенной области rrf-rrl кото-
рого составляет 250 п. н. В каждую реакцион-
ную смесь вносили ДНК внутреннего контроля 
с дополнительной парой соответствующих ей 
праймеров, размер ампликона с которой состав-
ляет 150 п. н. На рис. 1 представлены результа-
ты типичного анализа продуктов ПЦР на при-
сутствие в них ампликонов межгенной области 
боррелий. По наличию ампликонов размером 
250–270 п. н. судили о присутствии ДНК бор-
релий в образцах суммарных препаратов ДНК 
клещей, т. е. о наличии возбудителя в клеще.

На втором этапе полученные ампликоны 
межгенной области гидролизовали рестриктазой 
Tru9I. Представителям каждого вида и геном-
ной группы спирохет B. burgdorferi s. l. свойс-
твенен определенный набор отличающихся по 
размерам рестриктных фрагментов ампликона 
межгенной области rrf-rrl [16], которые легко 
можно разделять электрофорезом в 16 % ПААГ. 
Таким образом, по результатам электрофорети-
ческого анализа полученных рестриктов можно 
судить о видовой принадлежности боррелий, 
содержащихся в исследуемом клеще. На рис. 2 
представлен один из результатов генотипирова-
ния межгенной области rrf-rrl боррелий. 

Судя по картине электрофореза, представ-
ленной на рис. 2, семь исследуемых образцов 
(дорожки 2, 4, 7, 10–13) содержат геномную 
ДНК спирохет, относящихся к виду B. garinii 
(геномная группа 20047T); один образец (до-
рожка 3) – предположительно B. japonica; один 
исследуемый образец (дорожка 6) содержит 
смесь геномных ДНК спирохет B. garinii (ге-
номные группы NT29 и 20047T); один образец 
(дорожка 8) – B. afzelii; один исследуемый обра-
зец (дорожка 9) содержит смесь геномных ДНК 
спирохет B. garinii (геномная группа 20047T) и, 
вероятно, B. japonica.

Данным методом нами были проанализиро-
ваны клещи, отловленные в весенние периоды 
2003, 2005, 2006 и 2008 гг. Результаты по гено-
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Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации межгенной области rrf-rrl, полученных методом ПЦР на 
образцах ДНК, выделенных из клещей. Электрофорез ДНК проводили в 6 % ПААГ. Дорожки: 1 – отрица-
тельный контроль; 2 – маркерная ДНК (pBR 322, гидролизованная рестриктазой AluI); 3–14 – продукты 
ПЦР, полученные на препаратах ДНК, выделенных из клещей; 15 – продукт ПЦР, полученный на геном-
ной ДНК B. burgdorferi s. s. штамм B31 (положительный контроль). Ампликоны размером 150 п. н., на-
блюдаемые на всех дорожках, являются продуктами ПЦР, полученными на ДНК внутреннего контроля

Рис. 2. Электрофореграмма гидролизованных рестриктазой Tru9I ампликонов межгенной области rrf-rrl, по-
лученных методом ПЦР на препаратах анализируемых образцов ДНК иксодовых клещей. Электрофорез 
проводили в пластинах 16 % полиакриламидного геля. Дорожки: 1, 14 – маркеры молекулярных масс 
ДНК (ДНК pBR322, гидролизованная рестриктазой HaeIII); 2–13 – продукты гидролиза рестриктазой 
Tru9I ампликонов межгенной области rrf-rrl исследуемых образцов ДНК иксодовых клещей 
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типированию в 2003 г. были получены методом 
культивирования боррелий. Суммарные резуль-
таты исследований за эти годы представлены в 
таблице.

В результате проделанной работы из патоген-
ных для человека видов спирохет B. burgdorferi 
s. l., выявленных в различных регионах России, 
в рекреационной зоне ННЦ мы обнаружили 
только два: B. garinii (группы NT29 и 20047T) и 
B. afzelii. В 2006 и 2008 гг. на территории ННЦ 
были впервые обнаружены особи клещей I. per-
sulcatus, зараженные спирохетами, которые по 
данным анализа ПДРФ межгенной области rrf-
rrl соответствовали виду B. japonica (6 и 5 кле-
щей, соответственно). Препараты ДНК, содер-
жащие геномные ДНК, предположительно, спи-
рохет вида B. japonica, в основном были пред-
ставлены смесью с образцами геномных ДНК 
других видов боррелий и при подсчете доли 
позитивных клещей отдельно не учитывались. 
Спирохеты вида B. burgdorferi s. s. не были об-
наружены ни в одном из проанализированных 
клещей на всем протяжении исследований.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящей работе осуществлялся мони-
торинг зараженности клещей I. persulcatus спи-
рохетами B. burgdorferi s. l. в период с 2003 по 
2008 г. Этот вид иксодовых клещей являлся 
абсолютно доминирующим на территории рек-
реационной зоны ННЦ в эти годы. Как можно 
видеть из таблицы, зараженность иксодовых 
клещей, населявших рекреационную зону ННЦ, 
является величиной непостоянной и может из-
меняться год от года (от 20,1 ± 2,3 % в 2008 г. до 
31,7 ± 6,0 % в 2003 г.). В среднем зараженность 

клещей за весь наблюдаемый период составила 
22,2 ± 1,0 %. Полученные нами данные согласу-
ются с результатами ранее проведенных иссле-
дований на территории Новоси бирской области, 
где были зафиксированы колебания заражен-
ности от 14,0 ± 5,4 % в 1999 г. до 38,0 ± 4,0 % в 
2001 г. [9, 14, 15].

На основе анализа зараженности взрослых 
клещей I. persulcatus различными видами спи-
рохет комплекса Borrelia burgdorferi s. l. можно 
определить долю каждого вида (см. таблицу) от 
всей суммы протипированных образцов ДНК 
(316 образцов). Эти данные отражают видовой 
состав спирохет B. burgdorferi s. l., циркули-
ровавших в популяции клещей на территории 
ННЦ в весенние периоды 2003–2008 гг. Из всех 
патогенных видов комплекса B. burgdorferi s. l. 
подавляющее распространение получили спиро-
хеты вида B. garinii, которые были обнаружены 
в 73,4 ± 2,5 % клещей, причем представители 
геномной группы 20047T – в 61,7 ± 2,7 % кле-
щей, а группы NT29 – в 11,7 ± 1,8 % клещей. 
Спирохеты вида B. afzelii были найдены только 
в 12,7 ± 1,9 % клещей, 13,9 ± 1,9 % исследован-
ных образцов ДНК клещей содержали геном-
ные ДНК одновременно двух видов, B. garinii и 
B. afzelii. 

Если проанализировать видовое распреде-
ление боррелий по каждому году и определить 
долю каждого вида от всей суммы протипи-
рованных образцов ДНК, то можно составить 
гистограмму, которая отображает динамику ви-
дового состава боррелий в популяции клещей 
I. persulcatus (рис. 3). 

Из данных по зараженности клещей (см. 
таблицу) видно, что доля вида B. afzelii в попу-
ляции клещей являлась относительно постоян-

Зараженность взрослых клещей I. persulcatus, отловленных в рекреационной зоне ННЦ в весенние 
периоды времени 2003–2008 гг., различными видами спирохет комплекса Borrelia burgdorferi s. l.

Год 
Коли-
чество 
клещей 

Количество 
ПЦР-

позитивных 
клещей, %

Количество генотипированных ПЦР-позитивных образцов ДНК из клещей 

Всего B. garinii NT29 B. garinii 
20047Т B. afzelii Смесь видов 

B.afzelii и B.garinii

2003* 116 31,7 ± 6,0 37 10 14 3 10
2005 306 21,2 ± 2,3 64 8 31 15 10
2006 590 26,1 ± 1,8 154 13 97 20 24
2008 303 20,1 ± 2,3 61 6 53 2 –

Σ 1315 22,2 ± 1,0 316  37
11,7 ± 1,8 %

195
61,7 ± 2,7 %

40
12,7 ± 1,9 %

44
13,9 ± 1,9 %

Примечание:  * – результаты по определению зараженности клещей боррелиями и их генотипированию были по-
лучены с помощью анализа ДНК культур спирохет, полученных посевом содержимого кишечника исследуемых кле-
щей на селективную среду BSK-2 с последующим культивированием боррелий в течение 2 недель [5]; Σ – суммарные 
данные за весь наблюдаемый период.
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ной, т. е. никакой динамики не было, в связи с 
чем на рис. 3 данные не приводятся. В случае 
вида B. garinii (см. рис. 3) ежегодное соотноше-
ние между представителями геномных групп 
NT29 и 20047T в зараженных боррелиями кле-
щах являлось непостоянным, и в период с 2003 
по 2008 г. четко прослеживается возрастание 
в популяции клещей доли боррелий геномной 
группы 20047T. При относительно постоян-
ной величине зараженности клещей 20–32 % 
это увеличение объясняется снижением доли 
геномной группы NT29. Кроме того, прирост 
также объясняется уменьшением доли микст-
инфицированных клещей практически до нуля 
(2008 г.), что хорошо отражено на рис. 3. По-
видимому, в микст-инфицированных клещах 
происходит вытеснение видом B. garinii группы 
20047T как вида B. afzelii, так и вида B. garinii 
группы NT29, за счет чего падает доля микст-
инфицированных клещей и увеличивается доля 
клещей, зараженных спирохетами геномной 
группы 20047T. В целом вид B. garinii на всем 
протяжении исследуемого периода времени 
являлся доминирующим видом спирохет ком-
плекса B. burgdorferi s. l., циркулировавших в 
иксодовых клещах рекреационной зоны ННЦ. 
Учитывая тропизм спирохет вида B. garinii к 
нервной ткани [6, 19], можно ожидать, что на 
территории Новосибирской области у больных 
Лайм-боррелиозом будут преобладать неврал-
гические формы болезни, что, несомненно, не-

обходимо учитывать при выборе рационального 
способа лечения. 

Спирохеты вида B. burgdorferi s. s., выявля-
емые на территории Европы, в том числе и в 
европейской части России, на территории ННЦ 
обнаружены не были. Можно полагать, что про-
цесс распространения боррелий по Евразии, осу-
ществляемый млекопитающими и птицами, про-
текает сравнительно медленно. Для подтверж-
дения полученных в настоящей работе данных 
об обнаружении спирохет, которые, судя по 
результатам анализа межгенной области rrf-rrl 
методом ПДРФ, можно отнести к виду B. japon-
ica, требуются дополнительные исследования, в 
частности, секвенирование межгенной области 
rrf-rrl либо генов иммунодоминантных белков 
(OspC, OspA и других). Принято считать, что 
спирохеты вида B. japonica не патогенны для че-
ловека. Однако в литературе появились данные 
о тяжелых поражениях сердечно-сосудистой 
системы у пациентов Приморского края, инфи-
цированных спирохетами B. japonica [7]. Поэто-
му данный вид боррелий следует рассматривать 
в качестве потенциального источника болезни и 
учитывать при проведении эпидемиологических 
исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В весенние периоды с 2003 по 2008 г. в по-
пуляции иксодовых клещей, населяющих рек-
реационную зону ННЦ, циркулировали только 
два вида боррелий: B. afzelii и B. garinii (геном-
ные группы NT29 и 20047T), со значительным 
преобладанием последнего. Спирохеты вида 
B. burgdorferi s. s. в исследованных иксодовых 
клещах обнаружены не были. Выявлены осо-
би, инфицированные, предположительно, спи-
рохетами B. japonica. Однако для более стро-
гого доказательства обнаружения спирохет 
B. japonica в клещах потребуется дополнитель-
ный молекулярно-генетический анализ ДНК 
этого вида боррелий. Учитывая достаточно вы-
сокий уровень зараженности взрослых особей 
таежного клеща спирохетами B. burgdorferi s. l. 
(22,2 ± 1,0 %), можно прогнозировать высокий 
риск заражения возбудителями Лайм-боррели-
оза лиц, подвергшихся нападению иксодовых 
клещей в Новосибирской области. В заключе-
ние следует добавить, что в последние 3–4 года 
в пригороде Академгородка появился вид ик-
содовых клещей I. pavlovskyi, который таксоно-
мически, морфологически и экологически бли-
зок I. persulcatus и практически сравнялся по 
численности с последним. Принимая во внима-
ние высокую эпидемиологическую значимость 

Рис. 3. Доля видов комплекса Borrelia burgdorferi sen-
su lato, циркулировавших в популяции клещей 
Ixodes persulcatus (Shulze) в весенние периоды 
2003–2008 гг. на территории Новосибирского 
научного центра. Mix — смесь видов B. afzelii 
и B. garinii
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Лайм-боррелиоза для населения, исследование 
зараженности клещей I. pavlovskyi спирохетами 
группы B. burgdorferi s. l. представляет несом-
ненный интерес.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Горелова Н.Б., Коренберг Э.И., Ковалевс-
кий Ю.В. и др. Изоляция боррелий от клещей Ixo-
des trianguliceps (Ixodidae) и возможное значение 
этого вида в эпизоотологии иксодовых клещевых 
боррелиозов // Паразитология. 1996. 30. (1). 13–
18.

2. Коренберг Э.И., Нефедова В.В., Фадее-
ва И. А., Горелова Н.Б. Основные итоги генотипи-
рования боррелий в России // Бюл. сиб. мед. 2006. 
(Прил. 1). 87–92.

3. Масузава Т., Наумов Р.Л., Кудекен М., Хари-
тоненков И.Г. Обнаружение Borrelia burgdorferi 
sensu stricto в Московской области, Россия // Мед. 
паразитол. паразитарные болезни. 2001. (2). 52.

4. Рудакова С.А., Коломеец А.Н., Самойлен-
ко И.Е. и др. Экспресс-индикация трансмиссив-
ных патогенов как основа дифференцированного 
подхода к профилактике инфекций, передающих-
ся иксодовыми клещами // Бюл. СО РАМН. 2007. 
126. 116–119.

5. Рябченко А.В., Ивлева И.Н., Беклемишев А.Б. 
Комплексная оценка зараженности клещей Ixodes 
persulcatus, распространенных в рекреационной 
зоне Новосибирского научного центра, спирохе-
тами Borrelia burgdorferi s.l. // Журн. инфекц. па-
тол. 2004. 11. (3–4). 107–110.

6. Скрипченко Н.В., Балинова А.А. Клинико-
лабораторные особенности иксодового клещевого 
боррелиоза, вызванного Borrelia miyamotoi, у де-
тей // Журн. инфектологии. 2010. 2. (2). 35–39.

7. Черникова А.А., Гордеец А.В., Терновой В.А. 
и др. Проявления иксодового клещевого боррели-
оза в зависимости от генотипа боррелий в При-
морском крае // Тихоокеанский мед. журн. 2009. 
(4). 26–28.

8. Baranton G., De Martino S.J. Borrelia burg-
dorferi sensu lato diversity and its infl uence on patho-
genicity in human // Curr. Probl. Dermatol. 2009. 37. 
1–17. 

9. Beklemishev A.B., Dobrotvorsky A.K., Piterina 
A.V. et al. Detection and typing of Borrelia burgdor-
feri sensu lato genospecies in Ixodes persulcatus ticks 
in West Siberia, Russia // FEMS Microbiol. Lett. 
2003. 227. 157–161.

10. Chomczynski P., Sacchi N. Single-step meth-
od of RNA isolation by acid guanidinium thiocya-
nate-phenol-chloroform extraction // Anal. Biochem. 
1987. 162. 156–159.

11. Горелова Н.Б., Коренберг Э.И., Postic D. 
и др. Первая изоляция Borrelia burgdorferi sensu 
stricto в России // Журн. микробиол. эпидемиол. 
иммунобиол. 2001. (4). 10–12.

12. Hengge U.R., Tannapfel A., Tyring S.K. et 
al. Lyme borreliosis // Lancet. Infect. Dis. 2003. 3. 
489–500.

13. Hofmann H. Lyme borreliosis. Cutaneous 
mani festation // Hautarzt. 2005. 56. 783–796.

14. Livanova N.N., Morozova O.V., Morozov I.V. 
et al. Characterization of Borrelia burgdorferi sensu 
lato from Novosibirsk region (West Siberia, Russia) 
based on direct PCR // Eur. J. Epidemiol. 2003. 18. 
1155–1158.

15. Morozova O.V., Dobrotvorsky A.K., Livano-
va N.N. et al. PCR detection of Borrelia burgdorferi 
sensu lato, tick-borne encephalitis virus, and the hu-
man granulocytic ehrlichiosis agent in Ixodes persul-
catus ticks from Western Siberia, Russia // J. Clin. 
Microbiol. 2002. 40. 3802–3804.

16. Postic D., Assous M.V., Grimont P.A.D., 
Ba ranton G. Diversity of Borrelia burgdorferi sen-
su lato evidenced by restriction fragment length 
poly morphism of rrf(5S)-rrl(23S) intergenic spaser 
amlicons // Int. J. Syst. Bacteriol. 1994. 44. 743–
752.

17. Postic D., Korenberg E., Gorelova N. et 
al. Borrelia burgdorferi sensu lato in Russia and 
neighbouring countries: high incidence of mixed 
isolates // Res. Microbiol. 1997. 148. 691–702.

18. Richter D., Postic D., Sertour N. et al. Deli-
nea tion of Borrelia burgdorferi sensu lato species 
by multilocus sequence analysis and confi rmation of 
the delineation of B.spielmanii sp. nov. // Int. J. Syst. 
Evol. Microbiol. 2006. 56. 873–881. 

19. Stanek G., Reiter M. The expanding Lyme 
Borrelia complex – clinical signifi cance of genomic 
species? // Clin. Microbiol. Infect. 2011. 17. (4). 
487–493. 

20. Steere A.C. Lyme borreliosis in 2005, 30 
years after initial observations in Lyme Connecticut 
// Wien. Klin. Wochenschr. 2006. 118. 625–633.

21. Wang G., van Dam A., Schwartz I., Dankert J. 
Phenotypic and genetic characterization of novel 
Borrelia burgdorferi sensu lato isolate from a patient 
with Lyme borreliosis // J. Clin. Microbiol. 1999. 37. 
9. 3025–3028.



БЮЛЛЕТЕНЬ СО РАМН, ТОМ 32, № 6, 2012 83

Беклемишев А.Б. и др. Видовой состав спирохет … /c. 77–83

SPECIES OF BORRELIA BURGDORFERI SENSU LATO SPIROCHETES, 
CIRCULATING IN IXODES PERSULCATUS TICKS POPULATION AT THE 
TERRITORY OF NOVOSIBIRSK SCIENTIFIC CENTER

Anatoly Borisovich BEKLEMISHEV, Aleksander Vladimirovich RYABCHENKO, 
Aleksey L’vovich MAMAEV 

FSBI Research Institute for Biochemistry SB RAMS
630117, Novosibirsk, Timakov str., 2

The aim of the study – to determine the infection rate by spirochetes B. burgdorferi sl of I. persulcatus ticks, collected 
in the recreational zone of Novosibirsk in the spring periods from 2003 to 2008. Material and methods. Detection and 
genotyping borrelia in ticks was performed by PCR and by analysis of restriction fragments length polymorphism of 
amplicons from rrf-rrl intergenic region. Results. A total of 1259 individuals of adult ticks were analyzed. The infec-
tion rate of ticks by borrelia in the period from 2003 to 2008 ranged from 20.1 ± 2.3 to 31.7 ± 6.0 %. Two species 
of spirochetes were found in ticks: B. afzelii and B. garinii. The proportion of B. afzelii spirochetes was relatively 
constant, whereas in the case of B. garinii species, consisting of NT29 and 20047T genomic groups, observed increase 
in the proportion of Borrelia 20047T group. It was identifi ed individual ticks infected presumably with B. japonica 
spirochetes. 

Key words: Ixodes persulcatus, infection rate, PCR, species, Borrelia burgdorferi sensu lato.
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