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7 Оценка фенотипа интерфазных ядер 
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Дорогие читатели!

Древнее изречение «кто хорошо диагностирует, тот хорошо лечит» продолжает оста-
ваться актуальным и  для современной медицины. Лабораторная диагностика играет 
ключевую роль в постановке диагноза, прогнозировании течения патологического про-
цесса, контроле эффективности лечения при заболеваниях разного профиля. Повышение 
качества диагностических исследований, разработка и внедрение инновационных муль-
типараметрических аналитических систем и медико-биологических технологий – насто-
ятельное требование времени, главное условие научно-технического прогресса в меди-
цине.

За последние десятилетия отмечается рост объемов исследований по всем направ-
лениям лабораторной диагностики: изучению иммунологических, биохимических, ге-
матологических, бактериологических аспектов патогенеза заболеваний; разработке кри-
териев ранней и этиологической диагностики; обоснованию патогенетической терапии 
и профилактики.

В настоящем выпуске журнала «Альманах клинической медицины» предлагаем ва-
шему вниманию оригинальные научные статьи, посвященные современным подходам 
к лабораторной диагностике, сочетающим применение новых и традиционных методов 
в клинической практике.

Внимание исследователей сосредоточено на поиске информативных биомаркеров целого ряда заболеваний. В одной из 
публикаций номера представлены данные по коррекции уровней белков группы металлопротеиназ-2, 7, 8, 9 и их тканевого 
ингибитора 1-го типа в сыворотке крови пациентов с раком почки. Актуальны также результаты работы по оценке диагно-
стической значимости определения свободных легких цепей иммуноглобулинов сыворотки крови больных множественной 
миеломой в  зависимости от изотопа парапротеина, что позволяет дать ранний прогноз течения заболевания и  оценить 
общую выживаемость больных.

Безусловный интерес представляет статья, посвященная применения нового перспективного метода клеточного имид-
жинга для прогнозирования и оценки эффективности терапии в гинекологической практике у пациенток с эндометриоид-
ными кистами яичников.

Учитывая внимание мировой научной общественности к проблеме взаимосвязи вируса папилломы человека с различ-
ными кожными заболеваниями, несомненно важное значение имеют результаты проведенного анализа вирусной нагрузки 
при себорейном кератозе в зависимости от клинической картины и распространенности процесса. Выявленные авторами 
ассоциативные взаимосвязи открывают перспективу разработки новых методов лечения данного заболевания.

Целый ряд статей выпуска посвящен проблемам клинической микробиологии. В частности, убедительно показан новый 
путь (помимо влияния антибактериальных препаратов при лечении) распространения штаммов Enterococcus spp., облада-
ющих множественной резистентностью; приведены доказательства роли коагулазонегативных стафилококков в развитии 
послеоперационных осложнений воспалительного характера в  кардиохирургическом стационаре; представлены данные 
о распространении Listeria innocua, ранее считавшихся непатогенными для человека; изучены механизмы изменения био-
логических свойств грибов рода Candida при нарушениях обмена железа и т.д. 

Экспериментальные статьи, посвященные разработке алгоритмов расчета концентраций люминофоров в условиях мут-
ных сред и методике определения энергетической ценности питательных сред на основе стехиометрических закономерно-
стей процесса биологического окисления, демонстрируют, что клинико-лабораторные исследования в научно-исследова-
тельском учреждении не только востребованы как вспомогательный механизм для диагностики и мониторинга терапии, но 
имеют огромное значение при выполнении современных наукоемких разработок.

Главный редактор журнала  
«Альманах клинической медицины»

Директор ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского, 

член-корреспондент РАН,  
доктор медицинских наук, профессор Ф.Н. Палеев

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-77



К 80-летию со дня рождения 
Геннадия Алексеевича Оноприенко

Двадцать второго мая 2017  г. испол-
няется 80  лет заслуженному деяте-
лю науки Российской Федерации, 
лауреату Государственной премии 

Российской Федерации, дважды лауреату премии 
Правительства Российской Федерации в  обла-
сти науки и  техники, дважды лауреату именных 
премий РАМН, члену-корреспонденту РАН, док-
тору медицинских наук, профессору Геннадию 
Алексеевичу Оноприенко.

Г.А. Оноприенко родился в г. Сызрань Куйбы-
шевской (ныне Самарской) области. В 1960 г. окон-
чил Первый Московский медицинский институт 
и  в течение трех лет работал хирургом, травма-
тологом Мытищинской больницы Мос ковской 
области. С 1963  г. работает в  Московском об-
ластном научно-исследовательском клиническом 
институте им. М.Ф. Владимирского (МОНИКИ). 
В  1982  г. назначен заместителем директора ин-
ститута по научной работе. В  течение 26  лет 
(с  1987  по 2013  г.) был директором МОНИКИ. 
Под его руководством в  институте произошли 
коренные перемены. Проведен капитальный ре-
монт всех 17 корпусов, осуществлено техническое 
переоснащение клиник и  лабораторий. По ини-
циативе Геннадия Алексеевича в  1990  г. открыт 
факультет усовершенствования врачей (впервые 
в  стране на базе многопрофильного научно-ис-
следовательского института). Сегодня факультет 
насчитывает 35 кафедр и курсов, а МОНИКИ по 
праву входит в  число лидирующих лечебно-на-
учно-учебных медицинских центров Российской 
Федерации.

Геннадий Алексеевич Оноприенко  – один из 
ведущих травматологов-ортопедов страны. Он 
автор 590 научных работ. Основные направления 
его научных исследований  – экспериментальное 
обоснование оптимальных условий репаративной 
регенерации костной, хрящевой, сухожильной 
тканей, в  клинике  – разработка новых способов 
хирургического лечения больных с  неблагопри-
ятными последствиями травм и  ортопедических 
заболеваний конечностей. Г.А.  Оноприенко 
предложил комплекс уникальных методов 

визуализации микроваскулярной сети опорных 
органов и  тканей, получил новые данные о  си-
стеме микроциркуляции, физиологической и  ре-
паративной регенерации тканей опорного аппа-
рата при экспериментальном моделировании на 
животных различных видов функциональных 
нарушений, повреждений и  оперативных вме-
шательств, наиболее распространенных в  кли-
нической практике. Данный цикл научных работ 
отмечен Государственной премией Российской 
Федерации в  области науки и  техники (1999), 
премией РАМН им. В.В.  Парина (1995), а  также 
им. А.А. Богомольца (2000).

Итоги многолетних уникальных исследова-
ний подведены в монографии «Микро циркуляция 
и  регенерация костной ткани: теоретические 
и клинические аспекты» (2017), написанной в со-
авторстве с профессором В.П. Волошиным. Работа 
содержит значительный объем новых экспери-
ментальных данных и  представляет собой круп-
ный вклад в медицинскую науку. 

Г.А. Оноприенко известен также как крупный 
организатор здравоохранения и медицинской на-
уки. На протяжении 10–15 лет был членом бюро 
ученого совета Министерства здравоохранения 
и  социального развития Российской Федерации, 
Межведомственного координационного сове-
та по новой медицинской технике, председате-
лем комиссии Министерства здравоохранения 
Российской Федерации по новой технике в  об-
ласти травматологии и  ортопедии, возглавлял  
Проблемно-научный центр Министерства здра-
воохранения Российской Федерации по хирургии. 

В настоящее время Г.А. Оноприенко работает 
в должности профессора кафедры травматологии 
и  ортопедии факультета усовершенствования 
врачей МОНИКИ. Он – Почетный председатель 
ученого совета института, Почетный граж-
данин Московской области (2007), Почетный 
член Всероссийского общества хирургов (2007), 
Почетный академик Сербской академии наук 
и искусств (2012). Награжден орденом «За заслу-
ги перед Отечеством» IV степени (2003), орденом 
Ивана Калиты Московской области (2010). 
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Современные концепции 
процессов физиологического 
и репаративного остеогенеза 
Оноприенко Г.А.1 • Волошин В.П.1

Исследования последних лет, выполненные 
биологами, убедительно свидетельствуют, что 
в  основе физиологического и  репаративного 
остеогенеза, а  также функционально-адаптив-
ной и  посттравматической перестройки кост-
ной ткани лежат единые и стереотипные моле-
кулярно-клеточные механизмы. Собственные 
экспериментальные исследования авторов 
показали: все этапы морфогенеза костных ми-
кроструктур синхронно обеспечиваются и  не-
прерывно сопровождаются очаговым и стерео-
типным ангиогенезом (капиллярогенезом). 
Мощным фактором реализации репаративно-
го остеогенеза выступает остеоиндуцирую-
щее взаимодействие концов поврежденного 
костного сегмента, которое положительно 
проявляется даже в  случаях значительных ди-
астазов между отломками (но стабильно фик-
сированных). При обеспечении стабильности 
зоны костного повреждения на весь период 

консолидации после любого вида стабильного 
остеосинтеза формируется эндостально-кор-
тикальный костный регенерат за счет прямого 
остеогенеза (то есть без фиброзно-хрящевой 
ткани) минимального объема и  в кратчайшие 
сроки. Периостальный остеогенез при этом 
фактически становится резервным источни-
ком костеобразования, который проявля-
ется в  недостаточно стабильных условиях. 
Нестабильность зоны костного повреждения 
и особенно металлического имплантата чрева-
та самыми тяжелыми деструктивными послед-
ствиями.

Ключевые слова: регенерация и микроцирку-
ляция костной ткани, остеогенез физиологиче-
ский и  посттравматический, прямой остеоге-
нез, стабильный остеосинтез

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-79-93
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Фундаментальные исследования по-
следних лет, выполненные биоло-
гами на молекулярно-клеточном 
уровне, позволяют по-новому пред-

ставить процессы физиологического и  репара-
тивного остеогенеза. Обращается внимание на 
многофункциональность остеоцитов, образую-
щих в  костном органе целостную информаци-
онно-трофическую систему  – остеоцитарную 
сеть. Помимо трофической ей свойственна еще 
и  сенсорная функция  – реагирование на меха-
нические импульсы [1–3]. C.H. Turner и соавт. [4] 

сравнивают остеоцитарную сеть компактного ве-
щества костной ткани по эффекту своей деятель-
ности с сетью нейронов. Н.П. Омельяненко и со-
авт. [5] отмечают, что она хорошо интегрирована 
в  лакуно-канальциевой системе интерстициаль-
ного пространства костного матрикса.

Механические воздействия на костную ткань 
вызывают деформацию клеточной мембраны 
остеоцитов и  изменение трансмембранных ре-
цепторов. Изменяется активность трансмем-
бранных канальцев, увеличивается поступление 
в  клетки ионов калия и  кальция. Именно здесь, 
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у цитоплазматической мембраны остеоцита, про-
исходит трансформация механической энергии 
в  биохимическую с  распространением сигналов 
по остеоцитарной сети, называемая некоторыми 
авторами механической трансдукцией, или меха-
нотрансдукцией [6, 7]. В этот процесс включается 
ряд внутриклеточных ферментов. Сигнальные 
белки активируют множество механосенсорных 
генов, ростовых факторов, которые стимулируют 
экспрессию сигнальных молекул, регулирующих 
пролиферацию, дифференцировку и  функцию 
как остеокластов, осуществляющих резорбцию 
костной ткани, так и остеобластов, ее продуциру-
ющих [8, 9].

Дополнительный фактор механотрансдук-
ции  – увеличение периостеоцитарной жидкости 
интерстициального пространства костного ма-
трикса в ответ на механические воздействия [10, 
11]. Очаги ремоделирования костной ткани воз-
никают и активизируются также при генетически 
запрограммированном апоптозе остеоцитов [12].

Таким образом, в  современном понимании, 
остеоциты регулируют физиологический остео-
генез и  адаптацию микроархитектоники кост-
ной ткани в ответ на механические воздействия, 
являясь своеобразным «механостатом» [13, 14]. 
Кроме того, остеоциты, располагая рецепторами 
практически всех гормонов, служат проводни-
ками системной (эндокринной) регуляции мор-
фофункционального состояния костной ткани 
[15–18].

В качестве «организаторов архитектуры новой 
костной ткани» E.J. Mackie [19] называет остеобла-
сты, учитывая их важную роль в синтезе и секре-
ции компонентов костного матрикса, в активной 
экспрессии большого числа сигнальных молекул 
локального (короткодистантного) межклеточ-
ного взаимодействия. Часть из них регулируют 
и  остеокластическую резорбцию костного ма-
трикса [20], а также остеонов [21]. В свою очередь, 
остеокласты на определенном этапе активируют 
остеобласты. Дифференцировка остеобластов 
проходит 5 стадий и занимает около 60 часов [22], 
а срок их активной жизни составляет 10–20 суток 
[23, 24].

В конечном итоге дифференцировка остео-
бластов завершается трансформацией их в остео-
циты, имеющие фенотип «управляющей клетки», 
или апоптозом  – генетически запрограммиро-
ванной смертью. Часть незрелых остеобластов 
(преостеобластов), выстилающих гаверсовы 
и фолькмановские каналы, сохраняет длительно 
выраженную экспрессию генов, обеспечивающих 
остеогенез и ремоделирование костной ткани [25].

По мнению ряда авторов, при физиологиче-
ском остеогенезе (на фоне обычной жизнедея-
тельности) очаги резорбции и генерации костной 
ткани не распространяются на весь костный ор-
ган, а локализуются мозаично на микроучастках 
(рис. 1). H.M. Frost [26] предложил термин “basis 
multicellular unit, BMU” (базисная многоклеточ-
ная единица), которым обозначил взаимосвязь 
остеобластов, остеокластов и  их клеток-предше-
ственников, формирующих на костной поверх-
ности локусы перестройки. Позже появились 
другие названия этого процесса: “bone structural 
unit” (костная структурная единица), “bone 
remodeling unit” (костная ремоделирующая еди-
ница). Продолжительность подобного локаль-
ного процесса в  норме составляет 3–4  месяца, 
а их общее число в скелете достигает 3 млн в год 
[27]. Процесс одновременного ремоделирования 
у  взрослого человека занимает 10%  костной по-
верхности скелета, а у детей – 60% [28]. В отличие 
от костной поверхности в  толще компактного 
вещества кортикальной пластинки формирует-
ся «режущий конус», где остеокласты запускают 
каскад распада минерала до размера наночастиц, 
последующее растворение их до молекул, дезин-
теграцию коллагеновых фибрилл до макромоле-
кул, полипептидов и их фрагментов с выделением 
продуктов распада в межклеточную среду [29–31]. 
Сопряженность взаимодействия остеокластов 
и  остеобластов обеспечивается множеством 

Рис. 1. Локальный участок (локус) капиллярогенеза, остеокластической резорбции 
костной ткани, формирования остеобластической ткани. Окраска гематоксилином 
и эозином. × 90 (Источник [39])
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сигнальных молекул  – факторов ферментатив-
ного аутолиза клеток [32–34]. В  конечном ито-
ге адаптационное ремоделирование приводит 
новую микроструктуру костной ткани в  соот-
ветствие с  изменившимися функциональными 
потребностями. Подсчитано, что при обычной 
жизнедеятельности организма полная замена 
костной ткани происходит каждые 10 лет [35].

При масштабной репаративной перестройке 
костной структуры, особенно после травмы, бы-
стродействующая резорбция костной ткани осу-
ществляется без участия остеокластов  – за счет 
остеоцитарного остеолиза [36, 37]. Этот процесс 
А.С. Аврунин [38] называет «остеоцитарным ре-
моделированием». То же самое мы наблюдали при 
экспериментальном моделировании остеопороза 
[39].

По данным A.H.  Simpson и  соавт. [40], 
Н.П. Омельяненко и соавт. [5], физиологический 
остеогенез обеспечивается преимущественно за 
счет местного пластического материала – комми-
тированных остеогенных клеток-предшествен-
ников (преостеобластов, незрелых остеобластов), 
которые находятся в стенках сосудистых каналов 
(то есть гаверсовых и фолькмановских), на эндо-
стальной и  периостальной поверхностях корти-
кальной пластинки, а также за счет детерминиро-
ванных остеогенных клеток-предшественников 
стромы костного мозга. При необходимости при-
влекаются индуцибельные остеогенные клет-
ки-предшественники за счет мультипотентных 
мезенхимальных стволовых клеток, которые ло-
кализуются в  различных участках соединитель-
ной ткани организма. При наличии соответству-
ющих сигналов они дают начало «мобильным 
клеткам», циркулирующим в кровеносном русле. 
Пусковым моментом физиологического остеоге-
неза служит гибель остеоцитов в результате гене-
тического апоптоза, механического разрушения 
или гипоксической деградации [29–31, 40–42].

Все этапы структурных преобразований 
и  функционирования костной ткани сопрово-
ждаются соответствующими изменениями ее 
микроциркуляторного русла, непрерывным об-
разованием новых микрососудов – ангиогенезом 
(точнее  – капиллярогенезом). В  этом процессе 
особое значение имеют сосудистые эндотели-
альные клетки (эндотелиоциты), обнаруженные 
впервые в кровеносном русле T. Asahara и соавт. 
[43]. При физической нагрузке и травме уровень 
циркулирующих эндотелиальных клеток-пред-
шественников значительно повышается [44].

Эндотелий  – метаболически активный эндо-
кринный орган, служащий источником большого 

количества ангиогенных факторов и медиаторов, 
играющих чрезвычайно важную роль в  поддер-
жании гомеостаза организма [18]. Кроме того, эн-
дотелиоциты обладают способностью к рецепции 
парциального напряжения кислорода [45–47]. 
Тканевая ишемия (гипоксия) служит индукто-
ром проангиогенных факторов, под действием 
которых из кровеносного русла эндотелиальные 
клетки-предшественники направляются к  месту 
деструкции, где пролиферируют и  дифференци-
руются в эндотелиоциты [48–51].

Фундаментальным медиатором ангиогенеза 
признан сосудистый эндотелиальный фактор ро-
ста (vascular endothelial growth factor, VEGF). Его 
также называют фактором проницаемости сосу-
дов (vascular permeability factor, VPF). Обнаружены 
ингибирующие варианты VEGF [52]. Наряду 
с этим VEGF осуществляет ингибирование апоп-
тоза эндотелиальных клеток посредством индук-
ции экспрессии антиапоптозных генов, обеспе-
чивая стабилизацию сосудистой сети [53].

Сегодня VEGF рассматривается как муль-
тифокальный цитокин, представляющий со-
бой гомодимерный гликопротеин, содержащий 
26 аминокислот. Он обнаруживается в сыворотке 
крови, паренхиматозных органах, продуцирует-
ся различными типами клеток  – макрофагами, 
лимфоцитами, остеобластами, эндотелиоцитами 
[54–56].

Эндотелиальные клетки капилляров, ак-
тивированные VEGF, секретируют ферменты, 
расщепляющие матрикс стенки своего сосуда. 
Эндотелиоциты получают возможность деле-
ния и  миграции, формирования клеточных тя-
жей и  трубчатых структур новых капилляров. 
Скорость удвоения их популяции возрастает 
почти в 100 раз. В свою очередь, экспрессия VEGF 
стимулируется множеством проангиогенных 
сигналов, а  также такими факторами окружаю-
щей микросреды, как градиенты давления и кон-
центрации кислорода [48, 49, 55]. В  итоге VEGF 
индуцирует активацию, миграцию, пролифера-
цию и  дифференцировку эндотелиоцитов и  их 
предшественников, повышает сосудистую про-
ницаемость при формировании новых капилля-
роподобных структур с последующим ремодели-
рованием их в «зрелые» сосуды [57, 58].

VEGF осуществляет стимуляцию непосред-
ственно остеогенеза за счет пролиферации и диф-
ференцировки перицитов стенок сосудов в остео-
бластические клетки [59–62], а  также за счет 
выраженного влияния на клетки остеобластиче-
ского дифферона в  закреплении ими «остеобла-
стического фенотипа». Под воздействием VEGF 
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значительно увеличивается (на 70%) и активиру-
ется миграция остеогенных клеток-предшествен-
ников [63]. Со своей стороны, прогениторные 
клетки, коммитированные в  остеобластическом 
направлении, сами синтезируют VEGF не только 
в  общее кровеносное русло, но и  окружающую 
микросреду для собственной дифференцировки 
в остеобластическом направлении [64–66]. 

Таким образом, VEGF характеризуется ши-
роким спектром действия на клетки эндотели-
ального и  мезенхимального клеточных диффе-
ронов, вовлеченных в  репаративный остеогенез, 
оказывая как опосредованное через ангиогенез 
стимулирующее влияние, так и  индуцирующее 
воздействие непосредственно на клетки остео-
бластической линии через рецепторные и интра-
кринные механизмы.

При изучении механизмов остеогенеза в  ра-
ботах пос ледних лет значительное внимание 
уде ляется так называемым костным морфо-
гене тичес ким белкам (bone morphogenic pro-
tein, BMP). Они относятся к  суперсемейству 
В-трансформирующего фактора роста и представ-
ляют собой низкомолекулярные трансмембранные 
гликопротеины, состоящие из сотен аминокислот-
ных остатков. К  настоящему времени идентифи-
цированы около 30 видов ВМР. Они являются мо-
лекулярными регуляторами остеогенеза, обладают 
высокой способностью инициировать костеобра-
зование за счет экспрессии генов, отвечающих за 
формирование остеобластического фенотипа со 
стороны мультипотентных мезенхимальных кле-
ток [65, 67–69]. В экстрацел люлярном костном ма-
триксе концентрация различных факторов роста 
в  десятки раз превышает таковую в  других тка-
нях организма [5], следовательно, костная ткань 
в определенной степени является их депо. Высокая 
степень остеоиндуктивной активности костных 
морфогенетических белков послужила основани-
ем для разработки с помощью генной инженерии 
рекомбинантных форм ВМР и успешного исполь-
зования их в клинической практике [70–72].

В случаях травматических переломов костей 
в  ответ на массивное поступление в  кровенос-
ное русло продуктов клеточного распада, мест-
ные и  генерализованные расстройства гомеос-
таза и  микроциркуляции возникает целостная 
неспецифическая защитная реакция организма. 
Запускается каскад сложных взаимосвязанных 
действий, направленных на ликвидацию повреж-
дений, восстановление нарушенного гомеостаза, 
реализацию репаративных процессов тканей [73, 
74]. Механизм передачи сигналов к  остеогенезу 
многообразен [75].

K. Ozaki и W.J. Leonard [76] показали, что си-
стемообразующая роль в  целостном ответе на 
травму, любое повреждение, изменение гомеос-
таза принадлежит цитокинам  – специфическим 
регуляторным пептидам, продуцируемым клет-
ками организма. Обнаружено около 200  видов 
цитокинов, которые могут оказывать индуциру-
ющее и ингибирующее воздействие на клеточные 
структуры, их пролиферацию и дифференциров-
ку. В  ответ на активирующие сигналы происхо-
дит быстрый синтез различных видов цитокинов, 
имеющих плейотропный характер воздействия 
(одновременно в  нескольких направлениях). 
Формируется своеобразная «цитокиновая сре-
да»  – матрица взаимодействующих и  часто ме-
няющихся сигналов. Рецепторы цитокинов мо-
гут иметь растворимую форму. Они выступают 
посредниками системных (нейроэндокринных) 
регуляторов и  местных (короткодистантных) 
факторов воздействия [16]. Стволовые полипо-
тентные клетки мезенхимального резерва, сохра-
няющиеся практически во всех органах и тканях, 
мобилизируются в  зону репарации тканей, где 
формируют пролиферирующий клеточный пул 
новообразующихся тканевых структур [60, 61].

По мнению большинства исследователей, ре-
паративный остеогенез после травмы костей по 
механизмам своей реализации соответствует 
уже названным проявлениям физиологического 
остео генеза, отличаясь лишь масштабом и интен-
сивностью процессов.

При диафизарном переломе с  обеспечени-
ем плотного контакта костных фрагментов на 
7-й  день после малотравматичного стабильно-
го остеосинтеза электронно-микроскопиче-
ски в  фиброретикулярной ткани, заполняющей 
меж отломковую щель и  медуллярную полость, 
констатируются фибробластические клетки раз-
личной степени дифференцировки [77]. Кроме 
фибробластов встречаются и  клетки макрофа-
гального типа. В  участках минерализующегося 
остеоида формируются остеобласты, а  также 
менее дифференцированные клетки типа пре-
остеобластов. Через 2  недели между образую-
щимися костными балками регенерата видна 
остеобластическая ткань, клеточный состав ко-
торой представлен остеобластами. Коллагеновые 
фибриллы формирующегося матрикса выглядят 
более зрелыми, они ориентированы поперечно 
оси кости. Вокруг вновь образованных костных 
балок располагаются остеобласты. Через 3 недели 
костные структуры регенерата выглядят доста-
точно зрелыми. В них прослеживаются остеоци-
ты, отростки которых видны в глубине костных 
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балок. Ультраструктура некоторых остеоцитов 
напоминает структуру остеобластов – это так на-
зываемые остеоидные остеоциты. В медуллярной 
полости аналогичным образом формируются эн-
достальные регенераты спонгиозной структуры, 
также соединяющие между собой концы костных 
фрагментов.

На просветленных препаратах (рис. 2), где 
микроваскулярная сеть визуализирована путем 
предварительного заполнения кровеносной си-
стемы конечности экспериментального живот-
ного (собаки) тушь-желатиновой смесью, через 
1–2 недели после операции в щели перелома об-
наруживаются новообразованные капилляры 
синусоидного типа, идущие как со стороны ме-
дуллярной полости, так и  гаверсовых каналов 
кортикальных пластинок противоположных 
концов отломков. Большинство функциониру-
ющих гаверсовых и  фолькмановских каналов 
кортикальной пластинки диафиза расширено, 
в части из них содержится густая сеть новообра-
зованных капилляров и  остеогенные клеточные 
элементы. По эндостальной поверхности концов 
отломков  – сеть синусоидных капилляров, рас-
положенных в  зоне эндостального костеобра-
зования. Через 3 недели после операции (рис. 3) 
щелевидное пространство между кортикальны-
ми пластинками обоих отломков заполнено про-
лиферирующей сетью синусоидных капилляров, 
балочными структурами новообразованной 
костной ткани и  остеогенными клеточно-волок-
нистыми элементами. Через 6 недель в зоне сра-
щения кортикальных пластинок наблюдаются 
активные процессы перестройки костных и  ми-
кроваскулярных структур. Через 8 недель (рис. 4) 
кортикальный интермедиарный регенерат пред-
ставлен пластинчатой костной тканью, микро-
структура и микроциркуляторное русло которой 
находятся в  стадии функционально-адаптивной 
перестройки. В  последующие сроки в  зоне быв-
шего перелома сохраняются явления дальнейшей 
перестройки. Через 3 месяца редуцируются спон-
гиозные структуры эндостального регенерата. 
Завершенность процесса восстановления дефи-
нитивных структур констатируется через 5 меся-
цев после операции. 

В условиях стабильного остеосинтеза и сохра-
нения неподвижности металлического фиксатора 
выявлен факт остеоиндуцирующего воздействия 
имплантата. Например, в  эксперименте через 
8–10  недель после операции в  просвете медул-
лярной полости диафиза пролиферирующий пул 
стромальных клеток-предшественников на по-
верхностях металлического винта или штифта 

завершается остеобластогенезом и  формирова-
нием костной ткани капсулы имплантата с сетью 
собственных капилляров. В  результате степень 
стабильности поврежденного костного сегмента 
лишь повышается.

Указанная динамика репаративных процессов 
в  условиях обеспечения и  сохранения плотного 

Рис. 2. Сосудистая пролиферация вдоль щели перелома со стороны расширенных 
гаверсовых каналов кортикальных пластинок концов отломков. Обильная сеть синусоидов 
в зоне эндостального костеобразования через 2 недели после стабильного накостного 
остеосинтеза. Просветленный срез. × 12 

Рис. 3. Формирование остеоидных балочных структур в щели перелома через 3 недели 
после стабильного накостного остеосинтеза. Окраска гематоксилином и эозином. 
× 90 (Источник [39])
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контакта костных фрагментов на весь период 
консолидации стереотипна и  наблюдается прак-
тически после всех видов стабильного остеосин-
теза, включая внутрикостный массивным штиф-
том с  рассверливанием медуллярной полости. 
При этом констатируется прямой остеогенез, где 
остеогенная клеточно-волокнистая ткань, ис-
ходящая из медуллярной полости и  гаверсовой 

системы кортикальных пластинок концов отлом-
ков, формирует зрелый костный интермедиар-
ный регенерат небольшого объема без соедини-
тельнотканных и  хрящевых элементов, а  также 
без заметного периостального костеобразования 
[78]. Различия  – лишь в  сроках и  масштабах ре-
паративных процессов, которые полностью обу-
словлены «первичными» циркуляторными рас-
стройствами, то есть наступающими однократно 
в результате травмы и в ходе хирургического вме-
шательства.

Наибольшие циркуляторные расстройства 
кортикальной пластинки диафиза отмечаются, 
в частности, после перелома и открытого интра-
медуллярного стабильного остеосинтеза боль-
шеберцовой кости массивным металлическим 
штифтом с  рассверливанием костномозговой 
полости. В  подобной ситуации на завершение 
реваскуляризации диафиза и формирование зре-
лой костной мозоли требуется время в  2–3  раза 
большее, чем при минимальных циркуляторных 
расстройствах, которые наблюдаются, например, 
при косо-спиральном переломе большеберцовой 
кости после малотравматичного чрескостного 
остеосинтеза (рис. 5).

Реализация процессов посттравматического 
репаративного остеогенеза осуществляется на 
фоне стереотипного адаптационно-компенса-
торного комплекса васкулярных реакций – реги-
ональной гиперваскуляризации поврежденной 
конечности и  костного сегмента, увеличения 
емкости и  повышения сосудистой проницаемо-
сти микроциркуляторного русла костной ткани, 
синусоидной трансформации капилляров в зоне 
формирования новых тканевых структур, обра-
зования тканевых микрокист, связанных с  ми-
кроваскулярной сетью, активизации внесосу-
дистых путей микроциркуляции. Синусоидный 
характер трансформации капиллярного звена 
терминального сосудистого русла костей, ко-
торый в  норме у  взрослых отсутствует и  появ-
ляется в  зоне остеогенеза, а  также образование 
множества тканевых микрокист, окруженных 
микроваскулярной сетью, можно считать ча-
стью функционально-структурных проявлений 
общей адаптационно-компенсаторной реакции 
организма в ответ на травму [78, 79]. Этому спо-
собствует высокая устойчивость компактной 
костной ткани к  посттравматической ишемии, 
обусловленная возможностью интерстициаль-
ного пространства костного матрикса обеспечи-
вать адекватный объем внесосудистой микро-
циркуляции [5], а  также свойством длительного 
сохранения (до восстановления коллатерального 

Рис. 4. Перестройка микрососудов в зоне костного интермедиарного регенерата 
кортикальной пластинки на месте сросшегося перелома через 8 недель после накостного 
стабильного остеосинтеза. Окраска гематоксилином и эозином. × 90 (Источник [39])

Рис. 5. Формирование новой остеонной системы кортикальной пластинки диафиза через 
1 год после интрамедуллярного стабильного остеосинтеза. Просветленный срез. × 20 
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кровоснабжения) функции микроциркуляторно-
го русла кортикальной пластинки диафиза в  от-
сутствие естественной перфузии крови [79].

При нарушении стабильности костных от-
ломков динамика репаративных процессов самая 
разнообразная – от формирования обширной пе-
риостальной мозоли, содержащей аваскулярные 
поля хрящевой ткани, с  сомнительным прогно-
зом относительно наступления консолидации до 
активной и  распространенной резорбции кост-
ной ткани с исходом в ложный сустав. В условиях 
тканевой гипоксии и  отсутствия оксибиотиче-
ской среды остеобластогенез становится невоз-
можным, и  пролиферирующий пул стволовых 
стромальных клеток на периостальной поверх-
ности костных фрагментов дифференцируется 
в направлении фибро- и хондрогенеза. В резуль-
тате формируется обширная фиброзно-хрящевая 
периостальная мозоль. Торцевая поверхность 
нестабильных костных отломков покрывается 
густой сетью постоянно травмирующихся сину-
соидных капилляров (рис. 6).

Как показали C.H. Kasperk и соавт. [80], J. Dai 
и A.B. Rabie [52], после вторичной стабилизации 
зоны перелома обширной периостальной мозо-
лью наступает гипертрофия и  апоптоз хряще-
вых клеток, деградация хрящевого матрикса. 
Происходит эрозия провизорного хрящевого 
регенерата. При этом секретируются эндотели-
альные факторы роста, которые оказывают пря-
мое воздействие не только на ангиогенез, но и на 
дифференцировку остеобластов и  остеокла-
стов из стволовых клеток-предшественников, 

осуществляющих оссификацию участков хря-
щевой ткани [81, 82]. На фоне энхондральной 
оссификации процессу остеогенеза содействует 
экспрессия сигнальных молекул остеобластов 
и  остеокластов [29, 83], а  также остеогенная ин-
дукция со стороны морфогенетических белков 
костной ткани [67]. В  конечном итоге интерме-
диарное пространство поврежденного костного 
органа заполняется эндостально-кортикальным 
костным регенератом с  последующими этапами 
его перестройки, а периостальная мозоль посте-
пенно резорбируется.

При значительной степени нестабильности 
зоны костного повреждения (рис. 7) отмеча-
ется избыточная региональная гиперваскуля-
ризация, которая индуцируется непрерывным 
и  мощным потоком продуктов тканевого рас-
пада. На фоне глубоких циркуляторных рас-
стройств и  постоянных микрокровоизлияний Рис. 6. Общий вид микроваскулярной сети в зоне несращения перелома через 6 недель 

после нестабильного накостного остеосинтеза. Микроангиограмма костного среза. × 8 

Рис. 7. Активная («агрессивная») резорбция костной ткани 
кортикальных пластинок в зоне их нестабильного контакта на 
фоне избыточной микроваскулярной сети через 2 месяца после 
накостного остеосинтеза. Просветленный срез. × 20 
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в области контакта костных фрагментов наступа-
ет краевая резорбция кортикальных пластинок. 
Межфрагментарное пространство расширяется 
и заполняется обширными кистами с плазмопо-
добной жидкостью (рис. 8). Кортикальный остео-
генез отсутствует. Деструктивные процессы 
завершаются формированием атрофичного лож-
ного сустава.

Наиболее разрушительные последствия от-
мечаются после остеосинтеза с нестабильностью 
металлического имплантата. Например, в случа-
ях микроподвижности металлического штифта 
интенсивные деструктивные процессы распро-
страняются практически на всем протяжении ди-
афиза. В медуллярной полости, особенно вокруг 
штифта, формируется густая сеть резко расши-
ренных микрососудов высокой степени сосуди-
стой проницаемости (рис. 9). Микроваскулярная 
сеть очагов эндостального костеобразования 
приобретает варикозный характер (рис. 10). 
Обширные расстройства кровоснабжения кост-
ной ткани в  некоторой степени компенсируют-
ся за счет максимального включения резервных 
внесосудистых путей микроциркуляции, то есть 
лакуно-канальциевой системы интерстициаль-
ного пространства костного матрикса. Однако 
персистирующая травматизация тканей ме-
таллическим штифтом сопровождается непре-
рывным образованием продуктов клеточного 
некроза и  индукцией избыточной сосудистой 
пролиферации на фоне сохранения тканевой 
гипоксии, обширных полей остеолиза и  отсут-
ствия каких-либо репаративных процессов, ко-
торые теряют свой защитно-приспособительный 
характер. Наступает срыв адаптивной реакции 
с дисрегенерацией на неопределенный срок. В ре-
зультате интенсивной резорбции костной ткани 
«широким фронтом» кортикальная пластинка те-
ряет остеонное строение, на отдельных участках 
диафиза она отсутствует или имеет спонгиозную 
структуру (рис. 11). Естественно, что механиче-
ская прочность подобного костного сегмента 
крайне низкая и  подвержена патологическому 
перелому.

Вместе с  тем экспериментальные исследова-
ния [79, 84] позволили выявить высокие реге-
нераторные возможности костной ткани  – при 
сегментарном дефекте большой берцовой кости, 
равном поперечнику диафиза,  – но в  условиях 
внеочаговой стабильной фиксации аппаратом 
Илизарова. Без каких-либо костно-пластических 
вмешательств эндостально-кортикальные регене-
раты, исходящие из концов костных фрагментов 
навстречу друг другу, через 6–9 месяцев заполня-
ли дефект и через 1 год формировали новый уча-
сток диафиза (рис. 12). Аналогичный результат 
был получен нами и  при диафизарном дефекте 
лучевой кости, стабильно фиксируемом методом 
синостоза с парной локтевой костью предплечья. 
L.S. Poplich и соавт. [85] сообщили о заживлении 
в  эксперименте дефекта локтевой кости после 
введения в него ВMP, а X. Chen и соавт. [86] – при 

Рис. 8. Обширные кистозные полости, сформированные на месте резорбированных 
концов отломков, через 6 недель после нестабильного остеосинтеза. Просветленный срез. 
× 20 

Рис. 9. Сеть варикозно измененных синусоидных капилляров медуллярной полости, 
окружающих нестабильный штифт, с резко выраженными явлениями сосудистой 
проницаемости через 2 месяца после остеосинтеза. Просветленный срез. × 25 
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инфицированном сегментарном дефекте бедрен-
ной кости.

Все эти факты свидетельствуют о  наличии 
мощного остеоиндуцирующего взаимодействия 
костных фрагментов, которое проявляется даже 
при их значительном диастазе, но в  условиях 
стабильной фиксации поврежденного костного 
органа. Наиболее наглядно это проявляется при 
постепенном разведении отломков, то есть при 
дистракционном остеосинтезе. Через 2  недели 
после поперечной остеотомии диафиза боль-
шеберцовой кости (перед началом дистракции) 
отмечается формирование эндостально-кор-
тикального регенерата, соединяющего концы 
остеотомированных фрагментов, а  также вос-
становление их единой микроваскулярной сети. 
В  процессе последующего постепенного увели-
чения диастаза отломков (дистракции) остеоин-
дуцирующее взаимодействие поддерживается 
также эндостально-кортикальными регенерата-
ми, сохраняющими васкулярную взаимосвязь за 
счет формирования общей микроваскулярной 
сети, часть которой в  середине диастаза пред-
ставлена продольно идущими плазматическими 
капиллярами (рис. 13). Периостальное косте-
образование при этом отсутствует. В  подобных 
условиях период окончательного формирования 
нового участка большеберцовой кости, равно-
го поперечнику диафиза, в  2–3  раза меньше по 
сравнению с предыдущим примером (в условиях 

одномоментно созданного и стабильно фиксиро-
ванного костного дефекта).

В клинике подобным образом происходит 
формирование нового костного участка, напри-
мер, у  больного даже в  условиях гипертрофи-
ческого псевдоартроза диафиза и  грубой фик-
сированной деформации голени многолетней 
давности после внеочагового дистракционного 
остеосинтеза аппаратом Илизарова (рис. 14).

Заключение
Анализ данных литературы и  материалов соб-
ственных экспериментальных исследований [39] 
позволяет констатировать следующее. В  основе 
физиологического и репаративного остеосинтеза, 
а также адаптивной функциональной и посттрав-
матической перестройки костной ткани лежат 
единые и стереотипные клеточно-молекулярные 
процессы:
• очаговая гибель остеоцитов в результате гене-

тического апоптоза, механического разруше-
ния или гипоксической деградации;

• экспрессия сигнальных молекул остеоцитами 
и эндотелиоцитами капилляров микроцирку-
ляторного русла костной ткани, адресованных 
в общую (нейроэндокринную) сигнальную си-
стему и  местную (короткодистантную) сеть 
тканевого микроокружения;

• остеоцитарный остеолиз стенок сосудистых 
каналов с их расширением (декомпактизаци-

Рис. 10. Варикозный характер сети капилляров эндостального регенерата через 4 недели 
после операции в условиях нестабильного остеосинтеза. Окраска гематоксилином 
и эозином. × 90 

Рис. 11. Разрозненные балочные структуры на месте резорбируемого участка 
кортикальной пластинки диафиза после нестабильного остеосинтеза массивным штифтом. 
Окраска гематоксилином и эозином. × 60 
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ей) плотной костной ткани, увеличением ем-
кости ее микроциркуляторного русла, очаго-
вым ангиогенезом (капиллярогенезом);

• мобилизация прекурсов остеокластов, мест-
ных коммитированных остеогенных кле-
ток-предшественников (преостеобластов, 

незрелых остеобластов), которые находятся 
в  стенках сосудистых каналов (гаверсовых, 
фолькмановских), на эндостальной и  пери-
остальной поверхностях костного вещества, 
а  также детерминированных остеогенных 
клеток-предшественников стромы костного 
мозга;

• привлечение из кровеносного русла мо-
бильных индуцибельных остеогенных кле-
ток-предшественников за счет стволовых 
мезенхимальных полипотентных клеток, ло-
кализующихся в  различных участках соеди-
нительной ткани организма.
Все этапы морфогенеза костных микрострук-

тур синхронно обеспечиваются и непрерывно со-
провождаются очаговым и стереотипным ангио-
генезом (капиллярогенезом).

Мощным фактором реализации репаратив-
ного остеогенеза является остеоиндуцирующее 
взаимодействие концов поврежденного костно-
го сегмента, которое положительно проявляется 
даже в  случаях значительных диастазов между 
отломками (но стабильно фиксированных).

При обеспечении стабильности зоны костного 
повреждения на весь период консолидации фор-
мируется эндостально-кортикальный костный 
регенерат за счет прямого остеогенеза (то есть без 
фиброзно-хрящевой ткани) минимального объе-
ма и в кратчайшие сроки. Периостальный остео-
генез при этом – фактически резервный источник 
костеобразования, который проявляется в недо-
статочно стабильных условиях. Нестабильность 
зоны костного повреждения и особенно металли-
ческого имплантата чревата самыми тяжелыми 
деструктивными последствиями. 

Рис. 13. Сохранение сосудистых связей васкулярных систем эндостально-кортикальных 
регенератов концов отломков в процессе их дистракции (6 недель после операции) 

Рис. 14. Формирование клиновидного костного регенерата 
на месте гипертрофического псевдоартроза у больного 
с многолетней фиксированной деформацией голени 
(дистракционный остеосинтез аппаратом Илизарова)

Рис. 12. Рентгенологическая динамика формирования регенерата в зоне диафизарного 
дефекта большой берцовой кости, стабильно фиксированного аппаратом Илизарова:  
А – через 2 недели; Б – через 2 месяца; В – через 6 месяцев; Г – через 1 год после операции 

А Б В Г
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Сurrent concepts in physiological  
and reparative osteogenesis 

Studies conducted in the recent years by biolo-
gists strongly suggest that physiological and re-
parative osteogenesis, as well as of the functional, 
adaptive, and post-traumatic reconstruction of 
bone tissues are based on common and stereo-
typical molecular and cellular mechanisms. Our 
experimental studies have shown that all stages of 
the bone microstructure morphogenesis are syn-
chronously and continuously associated with focal 
and stereotypical angiogenesis (capillarogenesis). 
A powerful factor in the implementation of repar-
ative osteogenesis is the osteoinductive interac-
tion of the ends of the damaged bone segments, 
which positively shows itself even in cases of large 
diastasis between the fragments (provided that 
the fragments are steadily fixed). After any kind of 
stable osteosynthesis, by ensuring the stability of 

the bone fragments for the entire period of consol-
idation, an endosteal cortical bone regeneration 
by direct osteogenesis (i.e. without fibro-cartilag-
inous tissue) is observed in the minimum amount 
at the shortest time period. Periosteal bone for-
mation in this case is actually a  reserve source of 
bone formation, which becomes effective during 
insufficiently stable conditions. The instability of 
the bone damage area particularly that of the met-
al implants results in the most severe destructive 
consequences.

Key words: microcirculation and regeneration of 
bone tissue, physiological and post-traumatic os-
teogenesis, direct osteogenesis, stable osteosyn-
thesis
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Матриксные металлопротеиназы-2, 7, 8, 9  
и их тканевой ингибитор 1-го типа 
в сыворотке крови больных раком почки: 
клинико-морфологические корреляции
Герштейн Е.С.1 • Муштенко В.В.1 • Короткова Е.А.1 • Бежанова С.Д.1 • Морозов А.А.2 •  
Алферов А.А.1 • Казанцева И.А.2 • Кушлинский Н.Е.1

Актуальность. Причиной поздней диагности-
ки рака почки считается долгое практически 
бессимптомное течение заболевания. Успехи 
в  его лечении, достигнутые в  последние годы, 
обусловлены использованием антиангиоген-
ных препаратов. Тем не менее многие вопросы 
диагностики, прогноза и  предсказания эффек-
тивности таргетной терапии до сих пор не ре-
шены. Таким образом, изучение и поиск новых 
молекулярных маркеров рака почки, в первую 
очередь показателей, связанных с ангиогенной 
и инвазивной активностью, по-прежнему акту-
альны. К  таким маркерам относятся матрикс-
ные металлопротеиназы (ММП), разрушающие 
большинство компонентов внеклеточного 
матрикса и вовлеченные во все этапы опухоле-
вого процесса. Цель  – сравнительная оценка 
содержания ММП-2, 7, 8, 9 и их тканевого инги-
битора 1-го  типа (ТИМП-1) в  сыворотке крови 
практически здоровых людей, больных раком 
и  доброкачественными опухолями почки, ана-
лиз их взаимосвязи с основными клинико-мор-
фологическими особенностями новообразо-
ваний. Материал и  методы. Обследованы 
99 больных раком почки (94 первичных и 5 – на 
фоне прогрессирования) и  10  больных добро-
качественными опухолями почки. В  контроль-
ную группу вошли 97  человек. Концентрацию 
исследуемых белков в  сыворотке крови опре-
деляли с помощью наборов реактивов для пря-
мого иммуноферментного анализа (Quantikine®, 
R&D Systems, США). Результаты. Содержание 
ММП-7, ММП-8 и  ТИМП-1 в  сыворотке крови 
больных раком почки статистически значимо 
выше, чем в  контроле и  у больных доброка-
чественными опухолями. Содержание ММП-2 
и  ММП-9 достоверно не различалось между 

обследованными группами. При пороговом 
уровне ММП-7, равном 3,0  нг/мл, диагностиче-
ская чувствительность выявления первичного 
рака почки составила 84%, специфичность по 
отношению к  «здоровому» контролю  – 87,5%, 
к  «патологическому» контролю (здоровые до-
норы + больные доброкачественными опухоля-
ми почки) – 73%. Наилучшее соотношение чув-
ствительности и  специфичности для ТИМП-1 
составило  67 и  65% при пороговом уровне 
315 нг/мл. Для ММП-8 не удалось найти порого-
вого уровня с приемлемым соотношением чув-
ствительности и  специфичности. Уровни всех 
трех маркеров положительно коррелировали 
со стадией заболевания и показателями систе-
мы TNM, а уровни ММП-7 и ТИМП-1 возрастали 
по мере уменьшения степени дифференциров-
ки опухоли. У  5  пациентов, обследованных на 
фоне прогрессирования, уровни всех марке-
ров были существенно выше, чем у первичных 
больных, и  превышали рассчитанные поро-
говые значения. Заключение. Наиболее пер-
спективным серологическим маркером рака 
почки следует считать ММП-7: ее содержание 
в сыворотке крови уже на I стадии заболевания 
превышает пороговый уровень в 84% случаев. 
ТИМП-1 обладает приемлемой чувствительно-
стью (70% и более) только начиная со II стадии 
рака почки. Уровень ММП-8 увеличивается 
лишь при III–IV стадиях заболевания.

Ключевые слова: рак почки, матриксные ме-
таллопротеиназы 2, 7, 8, 9, тканевой ингибитор 
матриксных металлопротеиназ 1-го типа, сыво-
ротка крови, диагностические характеристики
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Рак почки занимает третье место среди 
опухолей мочеполовой системы и состав-
ляет около 3%  всех злокачественных но-
вообразований взрослого населения во 

всем мире. Долгое практически бессимптомное 
течение заболевания становится причиной его 
поздней диагностики: приблизительно 40%  па-
циентов на момент постановки диагноза имеют 
либо большую первичную опухоль, либо отдален-
ные метастазы. Более того, после хирургического 
лечения локализованного почечно-клеточного 
рака у  30%  пациентов развиваются метастазы. 
Возможности терапевтического лечения опухо-
лей почки до недавнего времени были ограниче-
ны их низкой чувствительностью к стандартной 
химио- и  лучевой терапии. Достигнутый не-
давно прогресс в  лечении рака почки, в  первую 
очередь его наиболее распространенного свет-
локлеточного варианта, обусловлен использова-
нием антиангиогенных препаратов, ингибирую-
щих активность рецепторов VEGF и  некоторых 
других факторов роста, вовлеченных в  процесс 
ангиогенеза [1, 2]. Теоретической предпосыл-
кой для применения этих препаратов у больных 
светлоклеточным раком почки стал тот факт, что 
важное место в  этиологии данного заболевания 
занимает инактивирующая мутация в  гене опу-
холь-супрессорного белка VHL, тесно связанного 
с  гипоксическим фактором HIF-1α и  индукцией 
ангиогенеза [3].

Следует отметить: несмотря на значительные 
успехи антиангиогенной терапии рака почки, 
многие вопросы диагностики, прогноза и  пред-
сказания эффективности таргетной терапии до 
сих пор не решены [4]. Таким образом, изучение 
и поиск новых молекулярных маркеров рака поч-
ки, прежде всего показателей, сопряженных с ан-
гиогенной и  инвазивной активностью, по-преж-
нему актуальны.

Важное место среди потенциальных биологи-
ческих маркеров различных опухолей занимают 
матриксные металлопротеиназы (ММП) – муль-
тигенное семейство, состоящее из более 20  се-
кретируемых и связанных с поверхностью клет-
ки цинкзависимых эндопептидаз, участвующих 
в  деградации практически всех компонентов 
внеклеточного матрикса [5]. К важнейшим пред-
ставителям ММП относят различные коллаге-
назы (ММП-1, ММП-8 и др.), желатиназы А и В 
(ММП-2 и ММП-9 соответственно), матрилизин 
(ММП-7), стромелизины (ММП-3 и  ММП-10). 
Активность ММП в межклеточном пространстве 
специфически подавляется четырьмя тканевыми 
ингибиторами (ТИМП). Помимо большинства 

компонентов внеклеточного матрикса субстра-
тами ММП могут быть также другие протеазы, 
хемотаксические молекулы, латентные формы 
факторов роста, растворимые и  мембранно-ас-
социированные белки, связывающие факторы 
роста.

Установлено, что ММП вовлечены во все эта-
пы опухолевого процесса, но особенно велика их 
роль в  регуляции инвазии и  метастазирования. 
Вместе с  тем различные ММП и  ТИМП играют 
важную роль в  регуляции опухолевого ангиоге-
неза как посредством комплексного взаимодей-
ствия с  VEGF и  его рецепторами, так и  незави-
симо от этой ключевой проангиогенной системы 
[6]. Было показано увеличение экспрессии ММП 
в опухолях различного генеза, при этом ее акти-
вация происходит по паракринному механизму 
с  участием факторов роста и  цитокинов, секре-
тируемых инфильтрирующими опухоль макро-
фагами и  лимфоцитами, а  также клетками опу-
холевой стромы. Значимые изменения тканевой 
экспрессии некоторых ММП обнаружены и  при 
раке почки [7–11], тогда как публикаций о  роли 
циркулирующих в периферической крови ММП 
и ТИМП при раке почки немного [12–15], но пред-
ставленные в  них результаты свидетельствуют 
о  перспективности дальнейшего изучения дан-
ных маркеров. Известно также, что уровни цир-
кулирующих ММП, в  первую очередь ММП-2, 
тесно связаны с  развитием и  прогнозом многих 
неопухолевых патологий почки [16–18], влияют 
на эффективность таких важных лечебных про-
цедур, как гемодиализ [19, 20].

Цель данного исследования  – сравнительная 
оценка содержания ММП-2, 7, 8, 9 и  ТИМП-1 
в сыворотке крови практически здоровых людей, 
больных раком и доброкачественными опухоля-
ми почки, анализ их взаимосвязи с  основными 
клинико-морфологическими особенностями но-
вообразований.

Материал и методы
Обследованы 99  больных раком почки (58  муж-
чин и 41 женщина в возрасте от 29 до 81 года, ме-
диана – 59 лет) и 10 больных доброкачественными 
опухолями почки (3  мужчин и  7  женщин в  воз-
расте от 42 до 84 лет, медиана – 60 лет). Девяносто 
четыре больных раком почки обследованы при 
первичном поступлении и  5  – на фоне прогрес-
сирования заболевания. Диагноз рака почки 
подтвержден результатами планового гистоло-
гического исследования и  последующего пере-
смотра препаратов. В контрольную группу вошли 
37  практически здоровых мужчин и  60  женщин 
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в  возрасте от  18 до  77  лет, медиана  – 40  лет. 
Исследование было проведено согласно требова-
ниям комиссии по этике ФГБУ «Российский он-
кологический научный центр им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России.

Концентрацию исследуемых белков в  сыво-
ротке крови, полученной по стандартной ме-
тодике с  использованием пробирок с  актива-
тором свертывания до начала специфического 
лечения, определяли с  помощью наборов реак-
тивов для прямого иммуноферментного ана-
лиза Total MMP-2 Immunoassay, Human MMP-7 
Immunoassay, Human MMP-8 Immunoassay, 
Human MMP-9 Immunoassay, Human TIMP-1 
Immunoassay (Quantikine®, R&D Systems, США) 
в  соответствии с  инструкциями производителя. 
Измерения проводили на автоматическом им-
муноферментном анализаторе BEP 2000 Advance 
(Siemens Healthcare Diagnostics, Германия).

Полученные данные обрабатывали с  помо-
щью программы Statistica 7.0. При сравнении по-
казателей и анализе их взаимосвязей использова-
ли непараметрические критерии Манна – Уитни 
и  Краскела  – Уоллиса. Различия считали досто-
верными при p < 0,05. Во всех таблицах представ-
лены показатели медианы, верхнего и  нижнего 
квартилей.

Для выявления пороговых уровней маркеров, 
соответствующих оптимальным диагностиче-
ским характеристикам, использовали построе-
ние кривых ROC (receiver operating characteristic), 
которые представляют собой график зависи-
мости количества (доли) истинно положитель-
ных образцов (чувствительность) от количества 
(доли) ложноположительных образцов (величи-
на, равная /1  – специфичность/), наблюдаемых 

при различных пороговых уровнях исследуемо-
го маркера. Построение ROC-кривых проводили 
с помощью программного пакета SPSS.

Результаты и обсуждение
Содержание ММП-7 и ТИМП-1 в сыворотке кро-
ви было статистически значимо повышено по 
сравнению с  контролем как у  первичных боль-
ных раком почки, так и у пациентов, обследован-
ных на фоне прогрессирования, а  также у  боль-
ных доброкачественными новообразованиями 
почки. Содержание ММП-8 в  сыворотке крови 
больных первичным раком почки было статисти-
чески значимо выше, чем в  контрольной группе 
и  у больных доброкачественными опухолями. 
Содержание ММП-2 и ММП-9 в сыворотке крови 
статистически значимо не различалось между об-
следованными группами, хотя уровень обеих же-
латиназ у больных первичным раком почки был 
несколько ниже, чем в контроле (табл. 1).

Можно отметить, что уровни всех исследован-
ных маркеров в сыворотке крови больных раком 
почки на фоне прогрессирования процесса были 
выше, чем у больных с впервые выявленным по-
чечноклеточным раком, но ввиду малочислен-
ности данной группы (5  человек) эти различия 
не достигли уровня статистической значимости. 
Особенно заметное увеличение сывороточной 
концентрации ММП-7 зарегистрировано на фоне 
прогрессирования рака почки.

Следовательно, основываясь на полученных 
результатах, в  качестве потенциально значимых 
серологических маркеров рака почки можно 
рассматривать три показателя: ММП-7, ТИМП-1 
и ММП-8 – их уровни достоверно увеличиваются 
при данном заболевании.

Таблица 1. Содержание (нг/мл) матриксных металлопротеиназ 2, 7, 8, 9 и их тканевого ингибитора 1-го типа в сыворотке крови больных опухолями почки 
и группы контроля

Обследованные группы n ММП-2 ММП-7 ММП-8 ММП-9 ТИМП-1

Больные первичным раком почки 
(группа 1)

94 402
334–602

6,3
3,6–10,0

51,4
33,2–70,4

876
704–1090

351
300–432

Больные раком почки на фоне 
прогрессирования (группа 2)

5 417
336–504

14,2
5,65–16,7

61,6
60,7–84,0

1010
847–1022

445
392–522

Больные доброкачественными 
опухолями почки (группа 3)

10 475
303–595

4,5
3,2–6,2

31,8
21,9–70,1

917
791–1116

338
294–386

Контроль (K) 97 453
348–545

2,21
1,71–2,66

35,9
24,9–63,0

967
756–1271

296
232–386

p p1–К < 0,0001
p2–К, p3–К < 0,001

p1–К, p1–3 < 0,05 p1–К < 0,0001
p2–К < 0,001
p3–К, p2–3 < 0,05

ММП – матриксная металлопротеиназа, ТИМП-1 – тканевой ингибитор 1-го типа

Данные представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей
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При пороговом уровне ММП-7, равном верх-
нему 90%  персентилю нормы (4,5  нг/мл) и  со-
ответствующем 90%  специфичности, чувстви-
тельность выявления первичного рака почки 
составляет 66% (уровень превышен у 62 из 94 па-
циентов). У  всех 5  пациентов, обследованных 
при прогрессировании, содержание ММП-7 
в сыворотке крови было выше 4,5 нг/мл. Данный 
пороговый уровень был превышен и  у  5 из 
10  (50%) больных доброкачественными новоо-
бразованиями почки. Таким образом, очевидно, 
что специфичность теста при пороговом уровне 
4,5  нг/мл по отношению к   «патологическому» 
контролю недостаточна, довольно низкой при 
этом пороговом значении оказывается и  чув-
ствительность выявления первичного рака поч-
ки. Однако построение кривой ROC (рисунок) 
позволило оптимизировать диагностические 
характеристики ММП-7: при пороговом уров-
не 3,0  нг/мл диагностическая чувствительность 
выявления первичного рака почки составила 
84%, специфичность по отношению к  «здоро-
вому» контролю  – 87,5%, по отношению к  «па-
тологическому» контролю (здоровые доноры + 
больные доброкачественными заболеваниями 
почки) – 73%. Диагностические характеристики 
ММП-7, полученные в настоящем исследовании, 
совпадают с  опубликованными недавно дан-
ными C.  Niedworok и  соавт. [15]: этот тест при 
пограничном уровне в  плазме крови, равном 
3,15 нг/мл, имеет 70% специфичность и 82% чув-
ствительность. Эти авторы показали также, что 
при высоких уровнях ММП-7 происходит сни-
жение общей и  безрецидивной выживаемости 
пациентов. Аналогичные результаты были по-
лучены ранее A. Ramankulov и соавт. [14], иссле-
довавшими содержание ММП-7 в плазме крови 
97  больных раком почки. По их данным, опти-
мальный пороговый уровень ММП-7 в  плазме 
крови составляет 2,47 нг/мл, при этом чувстви-
тельность и  специфичность теста равны соот-
ветственно 76 и 72%.

Уровень 90% персентиля нормы для ТИМП-1 
составил 389  нг/мл и  был превышен всего 
у  35  первичных больных раком (чувствитель-
ность – 37%), у 4 из 5  (80%) пациентов, обследо-
ванных при прогрессировании, и у 1 из 10 (10%) 
больных доброкачественными заболеваниями 
почки. Существенно улучшить диагностические 
характеристики данного теста при построении 
кривых ROC не удалось: наилучшее соотноше-
ние чувствительности (67%) и  специфичности 
(65%) отмечено при пороговом уровне маркера 
315  нг/мл. При этом данный уровень ТИПМ-1 

превышен у  всех пациентов, обследованных на 
фоне прогрессирования, и у 30% больных добро-
качественными новообразованиями почек.

Уровень 90% персентиля нормы для ММП-8, 
составивший 110  нг/мл, был превышен только 
у 8 первичных больных раком почки. Построение 
кривой ROC не выявило порогового уровня дан-
ной протеазы, обеспечивающего приемлемое со-
отношение чувствительности и специфичности.

Далее оценили взаимосвязь уровней изучае-
мых маркеров в  сыворотке крови с  основными 
показателями распространенности рака почки 
(табл. 2). Обнаружено высокодостоверное по-
вышение уровня ММП-7 (p < 0,001) и  ТИМП-1 
(p < 0,0001) по мере увеличения стадии опухоле-
вого процесса. При этом уровень ММП-7 посте-
пенно увеличивался от I к IV стадии, а уровень 
ТИМП-1 при III и  IV стадиях был практически 
одинаковым. Уровень ММП-7 превышал выбран-
ное пороговое значение 3,0 нг/мл у 84% больных 
в I стадии, у 90% больных – II, 87% больных – III 
и 80% больных – в IV стадии. Уровень ТИМП-1 
превышал 315  нг/мл у  55%  больных в  I  стадии, 
70%  – II, 93%  – III и  83%  пациентов в  IV  ста-
дии рака почки. Значимое увеличение уровня 
ММП-8 отмечено только при III и  IV  стадиях 
рака почки.

Выявлено также значительное и  достовер-
ное увеличение сывороточных концентраций 
ММП-7, ТИМП-1 и  ММП-8 по мере увеличе-
ния индекса  T, отражающего размер первичной 

ROC-кривая для оценки диагностических характеристик 
сывороточного уровня ММП-7 при сравнении группы больных 
раком почки и группы контроля

Чу
вс

тв
ит

ел
ьн
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ть

1 – специфичность

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

ММП-7 – 3 нг/мл
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опухоли, и  индекса  N (степень вовлечения ре-
гионарных лимфатических узлов), а  также до-
стоверно более высокие уровни этих маркеров 
у  больных с  отдаленными метастазами по срав-
нению с пациентами без метастазов. При анализе 
взаимо связи с  размером опухоли (Т) оказалось, 
что наиболее высокие уровни вышеуказанных 
маркеров наблюдали при Т3 (опухоль распростра-
няется на главные вены или вторгается в надпо-
чечник или окружающую ткань, но не прорастает 
почечную фасцию), а при Т4 происходит незначи-
тельное снижение уровня маркеров относительно 
Т3. В то же время уровни маркеров максимальны 
при наибольшем вовлечении в  опухолевый про-
цесс лимфатических узлов – N2.

По гистологическому строению большинство 
злокачественных опухолей почки представляли 
собой светлоклеточный (80%), 7,5% – хромофоб-
ный, 8,5% – папиллярный (5 первого и 3 второго 
типа) и  3%  – уротелиальный рак. Несмотря на 
небольшое число наблюдений в  обследованных 
подгруппах пациентов, выявлено статистически 
значимое увеличение сывороточной концентра-
ции ММП-7 при папиллярном раке по сравнению 
со всеми другими типами рака почки (табл. 3).

Нами также продемонстрировано увеличение 
сывороточных концентраций ТИМП-1 и ММП-7 
с  уменьшением степени дифференцировки рака 
почки (от G1 к G4). При этом содержание ММП-2 
в  сыворотке крови больных низкодифференци-
рованным раком (G4) оказалось наиболее низ-
ким.

Таким образом, удалось выявить три показа-
теля, уровень которых значимо увеличивается 
в сыворотке крови больных раком почки, однако 
их диагностические характеристики весьма раз-
личаются. Наиболее перспективным серологи-
ческим маркером следует считать ММП-7: содер-
жание этой протеазы в сыворотке возрастает уже 
на I стадии заболевания и превышает пороговый 
уровень, соответствующий 87,5% специфичности 
относительно «здорового» и  73% специфично-
сти относительно «патологического» контроля, 
у 84% больных этой подгруппы. ТИМП-1 облада-
ет приемлемой чувствительностью (70% и более) 
только начиная со II стадии рака почки, спец-
ифичность при этом как относительно «здоро-
вого», так и  относительно «патологического» 
контроля составляет всего 65%. Уровень третье-
го маркера – ММП-8 – увеличивается лишь при 
III–IV стадиях заболевания, что делает его менее 
информативным.

Закономерно, что уровни всех трех марке-
ров положительно коррелировали с  основными 

Таблица 2. Содержание (нг/мл) матриксных металлопротеиназ 2, 7, 8, 9 и их тканевого 
ингибитора 1-го типа в сыворотке крови больных раком почки в зависимости 
от показателей распространенности опухоли

Показатель 
распространенности

n ММП-2 ММП-7 ММП-8 ММП-9 ТИМП-1

Стадия

I 53 415
340–594

4,95
3,3–8,8

43,6
26,6–64,4

861
662–1087

319
288–368

II 10 404
334–480

6,1
3,7–9,7

38,7
36,1–52,1

823
747–1174

360
281–423

III 15 401
335–628

9,7
5,4–22,6

64,7
53,8–86,1

973
704–1192

489
341–715

IV 16 334
258–619

14,2
8,6–19,3

69,3
43,2–85,0

868
763–1049

485
394–653

p (тест Краскела – Уоллиса) > 0,1 < 0,001 < 0,01 > 0,1 < 0,0001

Размер опухоли (T)

T1 49 400
327–594

5,0
3,3–9,2

43,2
24,1–64,4

820
624–1033

317
277–365

T2 17 374
325–480

7,5
4,4–9,7

52,1
38,3–72,6

921
791–1174

413
382–488

T3 25 374
321–619

12,7
6,1–19,4

65,9
38,8–86,1

875
704–1040

481
339–653

T4 3 571
449–695

7,4
4,2–11,1

52,0
44,7–64,0

1209
914–1430

369
299–382

p (тест Краскела – Уоллиса) > 0,1 < 0,01 < 0,05 > 0,1 < 0,0001

Метастазы в лимфатических узлах (N)

N0 78 392
331–578

5,9
3,3–9,6

45,8
30,9–67,7

863
699–1041

340
293–413

N1 8 434
380–648

4,8
3,6–7,5

37,1
26,8–54,2

902
605–1100

360
268–441

N2 8 384
305–519

15,4
8,8–27,4

83,5
42,8–135

1020
813–1415

561
401–704

p (тест Краскела – Уоллиса) > 0,1 < 0,05 < 0,05 > 0,1 < 0,01

Отдаленные метастазы (М)

М0 84 405
335–602

6,1
3,3–9,7

47,1
30,5–68,6

868
701–1090

341
295–419

М+ 10 331
258–414

10,7
8,6–19,2

74,1
52,4–83,0

1039
791–1082

507
369–640

p (тест Краскела – Уоллиса) > 0,1 < 0,05 < 0,05 > 0,1 < 0,01

ММП – матриксная металлопротеиназа, ТИМП-1 – тканевой ингибитор 1-го типа

Данные представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей
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показателями системы TNM, характеризующи-
ми размер и  степень инвазии первичной опу-
холи (T), метастатическое поражение лимфа-
тических узлов (N) и  отдаленных органов (M). 
Уровни ММП-7 и  ТИМП-1 в  сыворотке крови 
возрастали также по мере уменьшения диффе-
ренцировки опухоли, а наиболее высокие уровни 
ММП-7 отмечены при папиллярном раке почки. 
Представляется важным отметить: в  небольшой 
группе пациентов, первично обследованных уже 
на фоне прогрессирования заболевания, уров-
ни всех трех вышеуказанных маркеров были 
существенно выше, чем у  первичных больных, 
и превышали рассчитанные пороговые значения. 
Следовательно, выявленные маркеры могут быть 

полезны и для послеоперационного мониторинга 
больных раком почки.

К сожалению, нельзя не учитывать, что уров-
ни ММП-7 и  ТИМП-1 в  периферической крови 
повышаются не только при раке почки, но и при 
некоторых других злокачественных новообразо-
ваниях. В частности, в наших исследованиях оба 
маркера оказались диагностическими и  прогно-
стическими факторами при раке толстой кишки, 
а  уровень ММП-7 был также значимо увеличен 
и коррелировал с основными показателями рас-
пространенности опухолевого процесса при раке 
яичников и раке желудка [5]. Кроме того, содер-
жание ММП-7 в сыворотке крови увеличивается 
при некоторых неопухолевых патологиях почек, 
таких как диабетическая нефропатия [16].

С фундаментальной точки зрения полученные 
результаты стали дополнительным подтвержде-
нием того, что увеличение экспрессии ММП-7, 
которая помимо разрушения компонентов вне-
клеточного матрикса участвует в  процессинге 
некоторых биологически важных молекул кле-
точной поверхности и в отличие от других ММП 
синтезируется преимущественно опухолевыми 
клетками, является универсальным изменением 
в  системе ММП-зависимого протеолиза, харак-
терным для опухолей различного гистогенеза.

Заключение
При исследовании содержания нескольких ММП 
и ТИМП-1 в сыворотке крови больных опухоля-
ми почки и  здоровых доноров удалось выявить 
три показателя, уровень которых значимо уве-
личивается при раке почки, однако их диагно-
стические характеристики различны. Наиболее 
перспективным серологическим маркером рака 
почки следует считать ММП-7, ее уровень уже на 
I  стадии заболевания превышает пороговое зна-
чение (3,0 нг/мл) в 84% случаев. ТИМП-1 облада-
ет приемлемой чувствительностью (70% и более) 
только начиная со II стадии рака почки. Уровень 
ММП-8 увеличивается лишь при III–IV  стади-
ях заболевания. Необходимо отметить: уровни 
ММП-7 и  ТИМП-1 в  периферической крови по-
вышаются не только при раке почки, но и  при 
некоторых других злокачественных новообразо-
ваниях. С одной стороны, это указывает на уни-
версальный характер данных изменений, с  дру-
гой – снижает их значение в дифференциальной 
диагностике рака почки. Тем не менее мы пола-
гаем, что данные маркеры заслуживают даль-
нейшего изучения в  качестве компонентов ком-
плексного обследования и мониторинга больных 
почечноклеточным раком. 

Таблица 3. Содержание (нг/мл) матриксных металлопротеиназ 2, 7, 8, 9 и их тканевого 
ингибитора 1-го типа в сыворотке крови больных раком почки в зависимости от 
гистологического строения и степени дифференцировки опухоли

Критерий n ММП-2 ММП-7 ММП-8 ММП-9 ТИМП-1

Гистологическое строение

светлоклеточный 
рак (Св)

74 400
325–594

6,3
3,6–10,0

51,4
34,0–72,6

874
679–1087

351
301–488

хромофобный рак 
(Хр)

7 371
322–418

3,7
2,6–4,9

38,3
30,2–70,4

1000
791–1197

345
305–423

папиллярный рак 
(Пап)

8 472
349–654

10,5
9,4–32,8

65,5
46,4–103,4

1006
790–1163

416
341–715

уротелиальный 
рак (Ур)

3 794
700–860

2,9
2,6–3,9

12,5
12,3–68,6 

701
624–1007

279
385–450

p (тест Манна – Уитни) Все > 0,1 Пап–Св, Пап–
Хр < 0,01

Пап–Ур < 0,05

Все > 0,1 Все > 0,1 Пап–Ур 
< 0,05

Степень дифференцировки

G1 7 358
263–609

5,8
5,0–9,4

44,9
17,8–91,2

766
742–1123

304
273–518

G2 49 416
340–602

6,1
3,4–9,6

57,1
31,4–65,6

868
644–978

335
298–398

G3 12 415
365–695

8,6
5,7–15,9

65,5
47,4–79,0

1044
846–1269

369
321–478

G4 9 319
297–364

19,4
16,0–23,6

64,7
43,6–101

875
662–1257

653
526–715

p (тест Краскела – 
Уоллиса)

> 0,1 > 0,1 > 0,1 > 0,1 < 0,05

p (тест Манна – Уитни) pIII–IV < 0,05
pII–IV < 0,01

pII–IV < 0,01 Все > 0,1 Все > 0,1 pIII–IV < 0,01
pII–IV 

< 0,0001

ММП – матриксная металлопротеиназа, ТИМП-1 – тканевой ингибитор 1-го типа

Данные представлены в виде медианы, верхнего и нижнего квартилей
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Matrix metalloproteinases 2, 7, 8, 9 and their type 1 
tissue inhibitor in serum of renal cancer patients:  
clinical and pathologic correlations

Background: The cause of late diagnosis of renal 
cancer lies in its durable, almost asymptomatic 
course. Due to the use of antiangiogenic therapies 
much progress has been made in its treatment in 
recent years. Yet, many questions concerning the 
diagnosis, prognosis and prediction of the efficien-
cy of targeted therapy remain unsolved. Therefore, 
exploration of new renal cancer molecular markers, 
especially those related to its angiogenic and inva-
sive activities, are still on the agenda. Such markers 
include the family of matrix metalloproteinases 
(MMPs) that degrade the majority of extracellular 
matrix components and are involved at all stages of 
tumor progression. Aim: Comparative evaluation 
of MMP2, 7, 8, 9 and type 1 tissue inhibitor (TIMP-1) 
levels in serum of healthy individuals and patients 
with renal cancer or benign renal tumors, analy-
sis of their associations with the main clinical and 
pathologic characteristics of the disease. Materials 
and methods: We examined 99  renal cancer pa-
tients (of those 94 with primary tumor and 5 at pro-
gression) and 10 patients with benign renal tumors. 
The control group included 97 healthy individuals. 
Levels of the proteins studied were measured 
using respective direct ELISA kits (Quantikine®, 
R&D Systems, USA). Results: MMP-7, MMP-8 and 
TIMP-1 levels in the sera of renal cancer patients 
were significantly higher than in the control group 
and in benign renal tumor patients. MMP-2 and 

MMP-9 levels did not differ significantly between 
the study and control groups. At MMP-7 cut-off 
level of 3.0  ng/mL, its diagnostic sensitivity for 
primary renal cancer was 84%, specificity in rela-
tion to “healthy” control – 87.5%, in relation to the 
pathologic control (healthy donors + benign renal 
tumor patients) – 73%. The best sensitivity: speci-
ficity ratio for TIMP-1 was 67 and 65% at the cut-off 
level of 315 ng/ml. No cut-off value with acceptable 
sensitivity: specificity ratio was found for MMP-8. 
Serum levels of all these 3 markers were positive-
ly associated with disease stage and TNM indices; 
MMP-7 and TIMP-1 levels also increased with low-
er differentiation grade. In 5 patients evaluated at 
disease progression the levels of all the markers 
studied were markedly higher than in the primary 
patients, and exceeded the estimated cut-off val-
ues. Conclusion: MMP-7 should be regarded as the 
most promising serological renal cancer marker; 
its serum levels exceed the cut-off value even in 
84% stage I patients. TIMP-1 has acceptable sensi-
tivity (70% and above) only from stage II renal can-
cer onwards, while MMP-8 levels are increased only 
at stage III–IV of the disease.

Key words: renal cancer, matrix metalloproteinas-
es 2, 7, 8, 9, tissue inhibitor of matrix metallopro-
teinases-1, serum, diagnostic characteristics 
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Свободные легкие цепи 
иммуноглобулинов в диагностике 
и прогнозе множественной миеломы

Любимова Н.В.1 • Тимофеев Ю.С.1 • Вотякова О.М.1 • Кушлинский Н.Е.1

Актуальность. Анализ свободных легких цепей 
иммуноглобулинов (СЛЦ) в сыворотке крови – эф-
фективный метод диагностики множественной 
миеломы. Плазматические клетки синтезируют 
два типа СЛЦ – κ и λ. СЛЦ, не вошедшие в состав 
моноклональных интактных иммуноглобули-
нов, высвобождаются в  циркуляторное русло, 
а  затем фильтруются и  метаболизируются поч-
ками в  зависимости от их молекулярной массы. 
Циркулирующие в крови СЛЦ часто формируют 
гомодимеры, известные как белок Бенс-Джонса – 
маркер множественной миеломы Бенс-Джонса. 
Согласно международным рекомендациям, со-
отношение κ/λ СЛЦ в  сыворотке крови  – один 
из диагностических критериев множественной 
миеломы. Цель  – оценка диагностического 
и  прогностического значения исследования 
СЛЦ в сыворотке крови больных множественной 
миеломой. Материал и  методы. Обследовали 
118  больных множественной миеломой, посту-
пивших в  отделение химиотерапии гемобласто-
зов ФГБУ «Российский онкологический научный 
центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России за 
период с 2010 по 2016 г., а также 68 практически 
здоровых мужчин и женщин. Концентрацию СЛЦ 
определяли в сыворотке крови иммунотурбиди-
метрическим методом c использованием тест-си-
стем Freelite Human Lambda и  Freelite Human 
Kappa (Binding Site). Результаты. У  больных 
множественной миеломой G- и  A-типа, а  также 
множественной миеломой Бенс-Джонса уровни 
секреции моноклональных κ- или λ-СЛЦ были 

повышены по сравнению с  группой контроля 
(p < 0,005). Диагностическая чувствительность 
количественного определения СЛЦ и их соотно-
шения при множественной миеломе достигала 
соответственно 87,3 и 89,8%, а при комплексном 
исследовании с иммуноэлектрофорезом прибли-
жалась к 100% (99,2%). Анализ выживаемости без 
прогрессирования и общей выживаемости пока-
зал статистически значимые различия (p < 0,04) 
между группами больных в зависимости от соот-
ношения κ/λ СЛЦ. При этом базальное значение 
соотношения κ/λ СЛЦ менее 0,04 или более 140 
было неблагоприятным фактором прогноза. 
Заключение. Включение метода определения 
СЛЦ в  сыворотке крови в  план обследования 
пациентов с  предполагаемой моноклональной 
гаммапатией позволяет увеличить диагности-
ческую чувствительность имеющихся методов 
определения парапротеина, а  также проводить 
мониторинг больных с  несекретирующей мно-
жественной миеломой. Анализ СЛЦ у  больных 
множественной миеломой приобретает особое 
значение в прогнозировании ремиссии, посколь-
ку противоопухолевый ответ по результатам их 
определения наступает раньше по сравнению 
с результатами стандартных иммунохимических 
исследований.

Ключевые слова: множественная миелома, сво-
бодные легкие цепи иммуноглобулинов, диагно-
стика, прогноз

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-102-108

1  ФГБУ «Российский онкологический 
научный центр им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России; 115478, г. Москва, 
Каширское шоссе, 24, Российская 
Федерация

Любимова Нина Васильевна – д-р 
биол. наук, профессор, вед. науч. сотр., 
лаборатория клинической биохимии1

 * 115478, г. Москва, Каширское шоссе, 
24, Российская Федерация.  
Тел.: +7 (499) 324 11 69.  
E-mail: biochimia@mtu-net.ru

Тимофеев Юрий Сергеевич – 
врач клинической лабораторной 
диагностики, лаборатория клинической 
биохимии1

Вотякова Ольга Михайловна – канд. 
мед. наук, ст. науч. сотр., отделение 
химиотерапии гемобластозов1

Кушлинский Николай Евгеньевич – 
д-р мед. наук, профессор, член-
корреспондент РАН, заведующий 
лабораторией клинической биохимии1

Альманах клинической медицины. 2017 Март-апрель; 45 (2): 102–108

102 Оригинальные статьи



Диагностика множественной миело-
мы до последнего времени основыва-
лась на количественном определении 
циркулирующих моноклональных 

иммуноглобулинов. В  течение длительного 
времени «золотым стандартом» скрининга плаз-
моклеточных заболеваний был анализ белков 
сыворотки крови и  мочи на основе электрофо-
реза с  последующей иммунофиксацией [1–3]. 
Парапротеин, секретируемый злокачественным 
клоном множественной миеломы, может быть 
представлен в  виде молекул интактного имму-
ноглобулина, свободных легких цепей (СЛЦ), 
а  также их сочетания. Как известно, плазмати-
ческие клетки синтезируют пять изотипов тяже-
лых цепей и два типа легких – κ- и λ-СЛЦ, при 
этом клеток, продуцирующих κ-СЛЦ, в  2  раза 
больше. В  отличие от λ-СЛЦ, представляющих 
собой димер (50 кДа), молекулы κ-СЛЦ являются 
мономером (25 кДа). Оба типа СЛЦ способны об-
разовывать высокополимеризованные формы. 
Нормальные и  патологические плазматические 
клетки продуцируют больше легких цепей (до 
40%), чем тяжелых, что позволяет обеспечить со-
ответствующую конформацию молекул интакт-
ного иммуноглобулина в  процессе их синтеза. 
СЛЦ, не вошедшие в состав молекул интактного 
иммуноглобулина, высвобождаются в циркуля-
торное русло, а затем фильтруются и метаболи-
зируются почками в зависимости от молекуляр-
ной массы. Циркулирующие в крови СЛЦ часто 
формируют гомодимеры, известные как белок 
Бенс-Джонса – маркер множественной миеломы 
Бенс-Джонса [1, 4].

В связи с отсутствием секреции парапротеина 
у небольшого числа больных (3–4%) с несекрети-
рующей множественной миеломой в 2014–2016 гг. 
были пересмотрены рекомендации по диагно-
стике множественной миеломы. Согласно этому 
документу в качестве одного из диагностических 
критериев заболевания вместо уровня парапро-
теинемии было введено соотношение κ/λ СЛЦ 
наряду с другими лабораторными и рентгеноло-
гическими критериями [5, 6].

Одним из главных преимуществ определения 
СЛЦ в  сыворотке крови признана возможность 
их использования в  качестве раннего маркера 
терапевтического ответа. Это обусловлено более 
коротким периодом полураспада СЛЦ (несколько 
часов) по сравнению с  молекулами интактного 
иммуноглобулина, которые находятся в  цирку-
ляторном русле от 6 до 25 дней [7–9]. Кроме того, 
СЛЦ продуцируются при всех типах множествен-
ной миеломы, в том числе у большинства больных 

с  несекретирующей формой. Методы электро-
фореза с  иммунофиксацией являются полуко-
личественными, трудоемкими, результаты ис-
следований зависят от точности сбора суточной 
мочи пациентом. Кроме того, эти методы имеют 
ограниченные возможности при обследовании 
пациентов с небольшой массой опухоли или не-
большой продукцией СЛЦ (олигосекретирующей 
множественной миеломой), а  также пациентов 
с  несекретирующей множественной миеломой. 
Разработка высокочувствительного автоматизи-
рованного метода определения СЛЦ в сыворотке 
крови на основе использования специфических 
антител к κ- и λ-СЛЦ сделала возможным внедре-
ние этих показателей в  клиническую практику 
[10, 11].

Цель настоящей работы  – оценка диагности-
ческого и  прогностического значения исследо-
вания СЛЦ в  сыворотке крови больных множе-
ственной миеломой.

Материал и методы
Обследовали 118  больных в  возрасте от  23 
до  80  лет с  диагнозом множественной миеломы, 
поступивших в  отделение химиотерапии гемо-
бластозов ФГБУ «Российский онкологический 
научный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава 
России за период с 2010 по 2016 г. В исследуемую 
группу вошли 69  больных множественной мие-
ломой с  секрецией парапротеина иммуноглобу-
лина (Ig) типа G (G-миелома), 19  – с  секрецией 
IgA (A-миелома), 19  – с  миеломой Бенс-Джонса, 
4 – с  секрецией парапротеина IgM (M-миелома), 
3 – с биклональной секрецией парапротеинов IgG 
и IgA, а также 4 больных с несекретирующей мно-
жественной миеломой.

Диагноз устанавливали согласно международ-
ным критериям диагностики множественной ми-
еломы [5, 6]. Обследование больных проводили до 
начала терапии. У 47 пациентов, не получавших 
высокодозную химиотерапию с трансплантацией 
аутологичных гемопоэтических стволовых кле-
ток, отслежены отдаленные результаты в  интер-
вале от 1 года до 7 лет. Медиана наблюдения со-
ставила 18 месяцев. Большинство больных (44 из 
47, 94%) получали лечение на основе бортезомиба, 
у  3  (6%) пациентов применяли другие програм-
мы. В  группе больных, которым проводилось 
лечение по программам на основе бортезомиба, 
25  (57%) пациентов получали терапию по схеме 
VCP (бортезомиб, циклофосфамид, преднизо-
лон), 11 (25%) – по схеме VMP (бортезомиб, мел-
фалан, преднизолон). В  8  (18%) случаях исполь-
зованы схемы терапии CyBorD (циклофосфамид, 
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бортезомиб, дексаметазон), PAD (бортезомиб, 
доксорубицин, дексаметазон). Медиана числа 
курсов – 8 (от 1 до 14). Поддерживающая терапия 
не проводилась.

Контрольная группа состояла из 68 практиче-
ски здоровых мужчин и женщин в возрасте от 25 
до 82 лет.

Концентрацию κ- и λ-СЛЦ (мг/л) определяли 
в сыворотке крови иммунотурбидиметрическим 
методом на автоматическом биохимическом 
анализаторе Advia  1800 c использованием тест-
сис тем Freelite Human Lambda и Freelite Human 
Kappa (Binding Site, Великобритания). 
Результаты, выходящие за технические преде-
лы метода, были получены путем многократных 
последовательных разведений в  соответствии 
с программами.

Диагностику парапротеинемии проводи-
ли методом электрофореза с  иммунофиксацией 
(Hydrasys, Sebia) при использовании специфиче-
ских антисывороток к основным типам тяжелых 
и легких цепей иммуноглобулинов.

Статистический анализ данных выполняли 
в программе Statistica 7 (Statsoft, США). Различия 
оценивали при помощи непараметрического 

критерия Манна – Уитни. Анализ выживаемости 
проводили методом Каплана – Мейера с исполь-
зованием критерия log-rank. Результаты в тексте 
приведены в виде медиан с минимальным и мак-
симальным значениями. Различия считали зна-
чимыми при р < 0,05.

Результаты
При определении СЛЦ иммунотурбидиметриче-
ским методом в  сыворотке крови практически 
здоровых людей концентрации κ- и λ-СЛЦ были 
сопоставимы с референсными значениями, реко-
мендованными производителем [10, 11] наборов 
реактивов: κ-СЛЦ – 14,2 (7,3–20,8) мг/л, λ-СЛЦ – 
10,5 (5,7–18,1) мг/л.

Поскольку злокачественные плазматические 
клетки секретируют чаще всего один тип СЛЦ 
(так называемые вовлеченные в  патологический 
процесс легкие цепи), уровень секреции СЛЦ 
каждого типа анализировали у  пациентов с  со-
ответствующими вовлеченными СЛЦ. Тип вов-
леченных легких цепей, а  также тип секреции 
тяжелых цепей иммуноглобулинов верифициро-
вали с  использованием иммуноэлектрофореза. 
По типу вовлеченных цепей преобладали κ-СЛЦ 
(69  наблюдений), вовлеченные λ-СЛЦ выявлены 
у 42 пациентов. У 3 больных вовлеченными ока-
зались оба типа СЛЦ, 4  пациента не продемон-
стрировали моноклональной секреции по дан-
ным электрофореза и иммунофиксации.

У пациентов с вовлеченными κ-СЛЦ уровень 
секреции различался в зависимости от типа мие-
ломы, однако при всех типах секретирующей ми-
еломы уровни κ-СЛЦ были статистически значи-
мо повышены по сравнению с группой контроля 
(p < 0,005). Так, наиболее высокая медиана κ-СЛЦ 
была в  группе больных миеломой Бенс-Джонса 
(4358  мг/л), при этом максимальное значение 
достигало 39480  мг/л (таблица). В  группе паци-
ентов с  G-миеломой медиана κ-СЛЦ была ниже 
(241,8  мг/л), однако максимальная секреция до-
стигала 102640 мг/л. Выраженную гиперсекрецию 
κ-СЛЦ наблюдали и при М-миеломе, которая до-
стигала максимального значения 64500 мг/л. В то 
же время при А-миеломе секреция κ-СЛЦ была 
ниже, чем при других типах множественной мие-
ломы, – медиана 25,6 (10,7–256,7) мг/л.

У пациентов с вовлеченными λ-СЛЦ наиболее 
высокая медиана секреции также была харак-
терна для пациентов с  миеломой Бенс-Джонса 
(3417  мг/л). Уровни гиперсекреции λ-СЛЦ при 
G-миеломе (374,2; 0,39–12430  мг/л) и  А-миеломе 
(195,2; 16,9–12936  мг/л) были ниже. При мие-
ломе Бенс-Джонса, как и  при G- и  А-миеломе 

Секреция свободных легких цепей иммуноглобулинов при различных типах 
множественной миеломы

Тип миеломы Пациенты  
с вовлеченной κ-СЛЦ

Пациенты  
с вовлеченной λ-СЛЦ

n Концентрация κ-СЛЦ, 
мг/л

n Концентрация λ-СЛЦ, 
мг/л

G-миелома 44 242 (37,0–1600) 
0,47–102640

22 374,2 (47,3–953) 
0,39–12430

A-миелома 10 25,6 (16,5–37,6) 
10,7–257

9 195,2 (21,3–575,3) 
16,9–12936

M-миелома 3 1557 (1210–64500) 
1210–64500

1 40,8

G- + A-миелома 2 47,5 и 768,9 1 273,1

Миелома  
Бенс-Джонса

10 4358 (946–7282) 
26,3–39480

8 3418 (1465–4835) 
36,7–20375

Контрольная группа 68 14,2 (11,1–16,2) 
7,3–20,8

68 10,5 (9,35–12,9) 
5,7–18,1

СЛЦ – свободные легкие цепи иммуноглобулинов

Результаты даны в виде медиан с квартилями (в скобках), отдельной строкой указаны минимальное 
и максимальное значения
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с  вовлеченными λ-СЛЦ, наблюдали статисти-
чески значимое повышение относительно кон-
трольной группы (p < 0,0001).

У 2 из 4  пациентов с  несекретирующей ми-
еломой были выявлены повышенные значения 
κ-СЛЦ (22,4 и 82,4 мг/л) и в одном случае – повы-
шение λ-СЛЦ (91,2 мг/л) при полном отсутствии 
электрофоретических признаков моноклональ-
ной секреции в сыворотке крови или парапроте-
инурии.

Для оценки диагностической значимости 
СЛЦ были рассчитаны их пороговые значения 
на основе данных, полученных в  контрольной 
группе. Для κ-СЛЦ пороговое значение составило 
21,5 мг/л, для λ-СЛЦ – 27,0 мг/л.

Анализ диагностической чувствительности 
в общей группе больных множественной миело-
мой показал: у 103 из 118 пациентов при иммуно-
турбидиметрическом исследовании отмечалась 
гиперсекреция κ- и/или λ-СЛЦ, что соответство-
вало диагностической чувствительности 87,3%. 
При этом в группе пациентов с G-миеломой диа-
гностическая чувствительность составила 89,9%, 
при А-миеломе  – 63,2%, тогда как при миеломе 
Бенс-Джонса достигала 100%.

Следует отметить, что по данным разных ав-
торов соотношение κ/λ в отличие от электрофоре-
тических методов рассматривается количествен-
ным показателем клональности и является более 
чувствительным маркером моноклональной се-
креции, чем простое повышение уровня СЛЦ [2, 
4, 6]. Были выделены пороговые значения соотно-
шения κ/λ СЛЦ, при которых патологическими 
считались значения ниже 0,25 и  выше 1,65. При 
указанных пороговых значениях в общей группе 
больных множественной миеломой диагности-
ческая чувствительность соотношения κ/λ СЛЦ 
достигала 89,8%. У пациентов с G- и А-миеломой 
диагностическая чувствительность соотношения 
κ/λ СЛЦ составляла соответственно 92,8 и 79,0%, 
что превышало таковую количественного опре-
деления κ- и λ-СЛЦ.

При комплексном исследовании, включав-
шем иммунотурбидиметрический анализ СЛЦ, 
а также иммуноэлектрофорез, чувствительность 
в общей группе больных множественной миело-
мой достигала 99,2% при практически 100% спец-
ифичности.

Помимо диагностической эффективности 
СЛЦ нами также проведена оценка их значимо-
сти в  прогнозе выживаемости без прогрессиро-
вания и  общей выживаемости больных множе-
ственной миеломой. Прогностическое значение 
СЛЦ оценили в  группе из 47  больных, не полу-
чавших высокодозной химиотерапии. Оценка 
прогноза проводилась с  учетом соотношения 
базальных уровней СЛЦ, полученных до начала 
специфического лечения. В  качестве пороговых 
значений при анализе прогностического значе-
ния были приняты верхний и нижний квартили 
соотношения κ/λ СЛЦ в  группе больных мно-
жественной миеломой, при этом прогностиче-
ски неблагоприятными считали значения менее 
0,04 или более 140.

Рис. 1. Соотношение κ/λ свободных легких цепей иммуноглобулинов в прогнозе 
выживаемости без прогрессирования
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Рис. 2. Соотношение κ/λ свободных легких цепей иммуноглобулинов в прогнозе общей 
выживаемости
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Анализ выживаемости больных множествен-
ной миеломой без прогрессирования показал 
статистически значимые (p = 0,04) различия меж-
ду группами пациентов в зависимости от соотно-
шения κ/λ СЛЦ (рис. 1). В  группе больных мно-
жественной миеломой с  соотношением κ/λ СЛЦ 
менее 0,04 или более 140 в течение 1 года ремис-
сия сохранялась в 55,9% наблюдений, в то время 
как в группе пациентов с соотношением κ/λ СЛЦ 
в пределах интервала 0,04–140 ремиссия сохраня-
лась в большем проценте случаев (73,9%).

Анализ общей выживаемости выявил анало-
гичные закономерности (рис. 2). В  группе боль-
ных множественной миеломой с  неблагоприят-
ным соотношением κ/λ СЛЦ 1- и 2-летняя общая 
выживаемость составила 84,2 и  64,8%  соответ-
ственно. При этом у  пациентов с  соотношением 
κ/λ СЛЦ в  пределах интервала 0,04–140  показа-
тель общей выживаемости был статистически 
значимо (p = 0,03) выше: 1-летняя общая выжива-
емость – 95,7%, 2-летняя – 90,1%.

Следует отметить, что уровни альбумина 
и  бета-2-макроглобулина в  сыворотке крови не 
показали достоверной связи с  прогнозом общей 
выживаемости и  выживаемости без прогресси-
рования у  больных множественной миеломой. 
Таким образом, согласно полученным нами дан-
ным, базальное значение соотношения κ/λ СЛЦ 
можно использовать для оценки выживаемости 
без прогрессирования и  общей выживаемости 
больных множественной миеломой, при этом со-
отношение менее 0,04 или более 140 было небла-
гоприятным фактором прогноза, что согласуется 
с данными других авторов [12–14].

Заключение
В последние годы анализ СЛЦ получил широкое 
применение при обследовании больных с  гемо-
бластозами. В ряде опубликованных нами работ 
продемонстрировано диагностическое значе-
ние иммунотурбидиметрического анализа СЛЦ 
в  сыворотке крови больных моноклональными 
гаммапатиями [15, 16]. В  отечественной литера-
туре приведены также данные об использовании 
определения СЛЦ в  сыворотке крови и  спинно-
мозговой жидкости в целях диагностики и мони-
торинга на основе иммуноферментного анали-
за на микропланшетах [17, 18]. Важное значение 
анализ СЛЦ приобретает в мониторинге больных 
с тлеющей миеломой и моноклональной гаммапа-
тией неясного генеза [19, 20]. Включив определе-
ние СЛЦ в сыворотке крови в план обследования 
пациентов с  предполагаемой моноклональной 
гаммапатией, можно увеличить диагностиче-
скую чувствительность имеющихся методов 
определения парапротеина, а  также проводить 
мониторинг больных с несекретирующей множе-
ственной миеломой [8, 11, 15]. Исследование СЛЦ 
у  больных множественной миеломой приобре-
тает особое значение в прогнозировании ремис-
сии [12, 13, 16, 17], поскольку противоопухолевый 
ответ по результатам их определения наступает 
раньше по сравнению с  результатами стандарт-
ных иммунохимических исследований.

Представленные в  настоящей работе данные 
являются подтверждением не только диагности-
ческой, но и  прогностической значимости опре-
деления СЛЦ с использованием современной ав-
томатизированной технологии. 
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Free light chains of immunoglobulins  
in the diagnosis and prognosis of multiple myeloma

Background: Analysis of free light chains of immu-
noglobulins (FLC) in the serum is an effective meth-
od in the diagnosis of multiple myeloma. Plasma 
cells produce two types of FLC: κ- and λ-FLC. FLC, 
which are not incorporated into monoclonal intact 
immunoglobulins, are released into circulation, 
and then are filtered and reabsorbed in kidneys 
depending on their molecular weight. Circulating 
FLC commonly form homodimers, known as Bence-
Jones protein, which is a biomarker of Bence-Jones 
multiple myeloma. According to the international 
guidelines, the ratio κ/λ FLC is an important di-
agnostic criterion of multiple myeloma. Aim: To 
evaluate the diagnostic and prognostic value of 
serum FLC in multiple myeloma patients. Materials 
and methods: We examined 118 patients with 
multiple myeloma, admitted to the Department 
of Hemoblastosis Chemotherapy of N.N. Blokhin 
Russian Cancer Research Center from 2010 to 
2016, and 68 healthy men and women. Serum 
concentrations of FLC were measured with an im-
munoturbidimetric method using the test-system 
Freelite Human Lambda and Freelite Human Kappa 
(Binding Site Inc.). Results: The levels of monoclo-
nal κ- or λ-FLC in patients with G-, A-myeloma and 
Bence-Jones multiple myeloma were significantly 

higher than those in the control group (p < 0.005). 
The diagnostic sensitivity of quantification of FLC 
and their ratio was 87.3% and 89.8%, and in com-
bination with the use of immune electrophoresis 
it was close to 100%. Analysis of progression free 
survival and overall survival showed significant dif-
ferences (p < 0.04) between the groups of patients 
according their κ/λ FLC ratio. The basal value of κ/λ 
FLC ratio of less than 0.04 and more than 140 was 
a  predictor of unfavorable outcome. Conclusion: 
The inclusion of the determination of serum FLC 
into the assessment plan of patients with suspect-
ed monoclonal gammapathy makes it possible 
to increase diagnostic sensitivity of the available 
methods for paraprotein determination, as well as 
to monitor patients with non-secreting multiple 
myeloma. FLC analysis in multiple myeloma pa-
tients acquires special significance in the prognosis 
of remission, since the antitumor response based 
on their measurement is seen earlier than that 
based on the results of standard immunochemistry 
studies.

Key words: multiple myeloma, free light chains of 
immunoglobulins, diagnosis, prognosis 
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Оценка фенотипа интерфазных ядер 
лимфоцитов методом количественного 
фазового имиджинга (QPI) у пациенток 
с эндометриоидными кистами яичников

Гаспарян С.А.1 • Попова О.С.1 • Василенко И.А.2 • Хрипунова А.А.1 • Метелин В.Б.2

Актуальность. Эндометриоз яичников  – про-
грессирующее заболевание, распростра-
ненность и  тяжесть которого неуклонно 
возрастают. В  связи с  этим представляются 
актуальными вопросы разработки надежных 
неинвазивных скрининговых методов лабо-
раторной диагностики заболевания на этапе 
раннего амбулаторного обследования. Цель  – 
оценка возможностей метода количественного 
фазового имиджинга для ранней диагностики 
эндометриоидных кист яичников и  рецидивов 
заболевания в  послеоперационном перио-
де. Материал и  методы. Проанализированы 
1578 ядер лимфоцитов периферической крови 
82  пациенток с  эндометриоидными кистами 
яичников в  возрасте от  21 до  37  лет (средний 
возраст 26,4 ± 3,6  года), наблюдавшихся в  жен-
ской консультации (г. Ессентуки). Исследования 
проводили в динамике: до лапароскопической 
цистэктомии, через  6 и  12  месяцев послеопе-
рационного периода на фоне или без лечения 
препаратами с  действующим веществом дие-
ногест. Морфофункциональное состояние ядер 
лимфоцитов периферической крови оценивали 
в режиме реального времени методом количе-
ственного фазового имиджинга (QPI) с исполь-
зованием модуля фазово-интерференционной 
микроскопии аппаратно-программного ком-
плекса «Биони» (ООО «Весттрейд», Москва) для 
клинической и  лабораторной диагностики, 

а также технологии морфоденситометрической 
сегментации. Результаты. При сравнительном 
анализе морфометрических показателей CD3+- 
клеток периферической крови соматически 
здоровых небеременных женщин и  пациенток 
с  эндометриоидными кистами яичников до 
проведения им оперативного лечения выявле-
но статистически значимое повышение расчет-
ного показателя функциональной активности 
ядер лимфоцитов (0,898 против 0,783, p < 0,05). 
Исследование динамики дифференциально-ди-
агностических критериев реактивных измене-
ний ядер лимфоцитов периферической крови 
пациенток с  эндометриоидными кистами яич-
ников показало: по сравнению с  результатами 
до лечения на 6-м и 12-м месяцах послеопера-
ционного периода величина относительной 
интенсивности сегментов в  ядрах (∆I) снижа-
лась на 10,3 и 14,7, 10,6 и 12,9% в группах, полу-
чавших терапию диеногестом, и  без терапии 
диеногестом соответственно; относительное 
расстояние между центрами сегментов ядер 
(∆L) имело тенденцию к увеличению на 0,6 и 0,9, 
4,2 и 2,1%; количество сегментов в ядрах увели-
чивалось на 18,3 и 13,4, 27,4 и 16,9%; периметр 
ядер уменьшался на 13,9 и  12,6, 11,9 и  7,8% со-
ответственно. Частота безрецидивных случаев 
через 6 и  12  месяцев наблюдения в  группах 
больных, получавших диеногест, составила 
100%, тогда как у  пациенток, не получавших 

лечение диеногестом,  – 97,5 и  93,5%  соответ-
ственно. Обсуждение. Интерфазный хроматин 
представляет собой своеобразный биосенсор, 
датчик ранних изменений лимфоидной клетки. 
Модификации его структуры и  плотности упа-
ковки не только свидетельствуют об изменении 
морфофункционального состояния лимфоцита, 
но и  могут быть спроецированы на организм 
в целом для ранней доклинической диагности-
ки, оценки тяжести патологического процесса 
и  прогноза при различных кризисных состоя-
ниях. Заключение. Практическое использова-
ние QPI в  клиническом мониторинге больных 
с  эндометриоидными кистами яичников спо-
собствует оперативному получению важной 
информации о состоянии клеточного звена им-
мунитета, открывает новые возможности для 
оценки эффективности проводимых лечебных 
и  реабилитационных мероприятий, а  также 
ранней доклинической диагностики рецидива 
заболевания.

Ключевые слова: фенотип интерфазного ядра, 
ядерная архитектура, хроматин, хроматиновые 
территории, фазово-интерференционная ми-
кроскопия, клинический мониторинг, эндоме-
триоидные кисты яичников
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Эндометриозом во всем мире страдают 
более 170  млн женщин. На долю эндо-
метриоза яичников, по данным разных 
авторов, приходится от  17 до  44%  слу-

чаев, из которых около 30%  представлены па-
циентками с  диагностированным бесплодием. 
Эндометриоидные кисты яичников плохо подда-
ются медикаментозной терапии, и поэтому в ком-
плексе лечебных мероприятий ведущая роль 
принадлежит хирургическим вмешательствам. 
Однако, несмотря на допустимую радикальность 
оперативного лечения, рецидив эндометриоза 
в среднем составляет 4,6, 9,6, 15,2, 19,3 и 17,8% за 1, 
2, 3, 4 и 5 лет после оперативного вмешательства 
соответственно [1, 2].

Этиопатогенез заболевания  – достаточно 
сложный и многофакторный процесс, различные 
составляющие которого нашли отражение в мно-
гочисленных теориях, объясняющих причины 
инициации и  распространения эндометриоид-
ных очагов. При этом следует отметить, что прак-
тически в  каждой теории, предложенной совре-
менными авторами, отмечается в  той или иной 
мере наличие дисфункции иммунной системы. 
Данный факт свидетельствует о  необходимости 
учитывать иммунные факторы, участвующие 
в  патогенезе этого многогранного хронического 
заболевания, изучать патофизиологию эндоме-
триоза, выявлять новые терапевтические мишени 
для достижения эффективного лечения [3–5].

Высокая заболеваемость, сложности раннего 
выявления и  рецидивирующий характер тече-
ния патологического процесса диктуют необ-
ходимость поиска новых способов диагностики 
и  применения современных неинвазивных тех-
нологий. В качестве одного из решений этой про-
блемы видится совершенствование методов мо-
ниторинга иммунного статуса пациента. Многие 
исследователи единодушны во мнении, что мони-
торирование морфофункционального состояния 
иммунокомпетентных клеток может оказаться 
крайне важным для прогнозирования состояния 
больного, построения индивидуальных лечеб-
ных и  реабилитационных программ, сравнения 
эффективности различных видов терапии, сво-
евременного выявления осложнений и побочных 
эффектов лечения эндометриоза [6–8].

Сегодня популярным направлением в  ис-
следовании клеток и  субклеточных структур 
считается количественный фазовый имиджинг 
(quantitative phase imaging – QPI). Благодаря цен-
ным преимуществам методы QPI можно активно 
использовать в  медико-биологических исследо-
ваниях. Они также обеспечивают возможность 

качественной и  количественной оценки функ-
циональной морфологии живых цитообъектов. 
К таким преимуществам относятся возможность 
изучения состояния клетки без инвазивного вме-
шательства в условиях, наиболее приближенных 
к  естественным; высокая скорость регистрации 
данных, позволяющая отслеживать динамику 
внутриклеточных процессов; отсутствие слож-
ной пробоподготовки образцов, включающей 
фиксацию и окрашивание, и др.

В последние годы несколькими исследователь-
скими группами в  разных странах разработаны 
образцы интерференционных микроскопов, ко-
торые активно применяются в  биологических 
и  медицинских исследованиях [9–12]. Эти при-
боры имеют практически единую платформу, но 
различаются техническими решениями и  алго-
ритмами определения фазы и  анализа изобра-
жений. Новые возможности, ассоциированные 
с  развитием современных компьютерных техно-
логий, ведут к решению целого ряда медико-био-
логических проблем. В  частности, разработан 
метод определения функционального состояния 
клеток на основе фазово-интерференционных 
характеристик их ядерных структур, включая 
области ядрышкового организатора, которые от-
ражают метаболическую и пролиферативную ак-
тивность клеток, а также выступают маркером их 
злокачественной трансформации [11, 12].

В связи с  этим мы сосредоточили наше вни-
мание на возможности практического использо-
вания QPI в клиническом мониторинге больных 
с эндометриоидными кистами яичников и выяв-
лении дифференциально-диагностических ци-
тологических критериев реактивных изменений 
ядерных структур иммунокомпетентных клеток.

Материал и методы
Проанализированы 1578 ядер лимфоцитов пери-
ферической крови больных с  эндометриоидны-
ми кистами яичников в возрасте от 21 до 37 лет 
(средний возраст 26,4 ± 3,6  года), наблюдав-
шихся в  женской консультации (г. Ессентуки). 
Исследования проводили в  динамике  – до опе-
ративного лечения, через 6 и  12  месяцев после 
операционного лечения: 1-ю  группу состави-
ли 82  пациентки с  эндометриоидными кистами 
яичников, обследованные до лапароскопической 
цистэктомии; 2-ю и 4-ю группы – 42 пациентки, 
обследованные через 6 и 12 месяцев после опера-
ции на фоне лечения диеногестом в дозе 2 мг в те-
чение 12 месяцев; 3-ю и 5-ю группы – 40 больных, 
обследованных через 6 и 12 месяцев после опера-
ции, не принимавших диеногест. Все пациентки 
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были сопоставимы по возрасту, длительности 
и тяжести заболевания.

В группу контроля были включены 30  не-
беременных женщин фертильного возраста, не 
имевшие на момент обследования признаков 
обострения гинекологической и хронической со-
матической патологии, обратившиеся в консуль-
тацию по вопросам контрацепции.

Цельную венозную кровь забирали из куби-
тальной вены в  объеме 5  мл в  пластиковую про-
бирку с добавлением 25 ЕД гепарина на 1 мл для 
предотвращения свертывания крови. Взвесь мо-
нонуклеаров получали стандартным методом на 
градиенте плотности Ficoll-Paque (р = 1,077  г/см3). 
Выделение лимфоцитов из фракции мононуклеар-
ных клеток осуществляли с помощью магнитного 
сепаратора MidiMACS по методике производителя 
(Miltenyi Biotech, Германия). Чистота выделения 
CD3+-клеток во всех случаях составляла более 95%.

Морфофункциональное состояние ядер лим-
фоцитов периферической крови оценивали 
в  режиме реального времени методом количе-
ственного фазового имиджинга с  использова-
нием модуля фазово-интерференционной ми-
кроскопии аппаратно-программного комплекса 
«Биони» (ООО «Весттрейд», Москва) для клини-
ческой и лабораторной диагностики.

В основе принципа действия модуля, содер-
жащего идентичные объективы в  сигнальном 
и  реперном плечах, лежит сравнение волнового 
фронта, прошедшего через объект, с  опорным, 
отраженным от высококачественного зерка-
ла. После дискретизации полученного сигнала 
производится запись распределения фаз в  виде 
цифровой матрицы. Результат обратного преоб-
разования цифрового массива в  видимое изо-
бражение и  восстановление фазового портрета 
объекта отображается на экране монитора ком-
пьютера. Пакет стандартных программ аппарат-
но-программного комплекса позволяет получать 
2D- и 3D-визуализацию клетки и ее фрагментов, 
производить редактирование файлов, инверсию, 
вычитание кадров, картирование флуктуаций 
и другие операции.

Для проведения исследований использовали 
штатный 30-кратный микрообъектив с  число-
вой апертурой 0,65. Увеличение в  канале реги-
страции составляло 500  раз. Количественный 
анализ данных производили отдельно с  помо-
щью программных средств, разработанных 
в  среде MATLAB. Интерферограммы обрабаты-
вали и сохраняли фазовые изображения клеток. 
Для каждой клеточной популяции оценивали 
морфоденситометрические параметры: средние 

значения диаметра, периметра, высоты, площади 
и объема клеток. Рассчитывали показатель функ-
циональной активности ядра (FA) как величину 
обратно пропорциональную фазовой высоте (PH) 
каждой клетки в выборке по формуле:

FA = (3 × n3 + 2 × n2 + n1 + 0 × n0) / n,

где FA  – функциональная активность ядра; 
n3  – количество клеток с  PH ≤ 1,5  мкм; n2  – 
с  PH > 1,5, но ≤ 2  мкм; n1  – с  PH > 2, но ≤ 2,5  мкм; 
n0 – с PH > 2,5; n – число клеток в выборке.

Для оценки ядерного полиморфизма лимфо-
цитов циркулирующей популяции использовали 
технологию денситометрической сегментации 
ядер на основе цифровой обработки их фазо-
во-интерференционных изображений с  помо-
щью алгоритма «водораздел». В качестве инфор-
мативных параметров анализировали: 
• относительную интенсивность сегментов 

ядра (∆I)  – величину, обратную оптической 
плотности (отношение значения интенсивно-
сти для каждой сегментированной области 
к максимальному значению интенсивности);

• относительное расстояние (∆L) между центра-
ми сегментов (отношение медианы расстоя-
ний между центрами сегментов к максималь-
ному значению расстояний);

• количество (N) сегментов по площади ядра;
• периметр (P) ядер в пикселях (пикс).

Статистический анализ полученных дан-
ных проводили с  использованием стандартно-
го пакета прикладных программ SPSS Statistics 
21.0. Стандартная обработка выборок включала 
подсчет значений средних арифметических ве-
личин, ошибок средних, а  также величины дис-
персии и  среднего квадратичного отклонения. 
Сравнение двух связанных между собой групп по 
количественным признакам осуществляли непа-
раметрическим методом с использованием теста 
согласованных пар Вилкоксона. Сравнение двух 
несвязанных между собой групп по количествен-
ным признакам осуществляли непараметри-
ческим методом с  использованием U-критерия 
Манна – Уитни. При сравнении двух групп с нор-
мальным характером распределения данных ис-
пользовали t-тест для независимых группировок. 
Для всех видов анализа статистически значимы-
ми считали различия при р < 0,05.

Результаты
При сравнительном анализе морфометрических 
показателей лимфоцитов (CD3+) у  соматически 
здоровых небеременных женщин и  пациенток 
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с эндометриоидными кистами яичников до про-
ведения оперативного лечения установлено, 
что при эндометриозе яичников по сравнению 
с группой контроля увеличены средние по попу-
ляции следующие морфометрические параметры 
CD3+-клеток: диаметр, периметр, площадь и объ-
ем (таблица). Фазовая толщина ядра (фазовая вы-
сота) оказалась сниженной на 16,2%. При этом 
статистически значимо повышался расчетный 
показатель функциональной активности ядер 
лимфоцитов (0,898 против 0,783, p < 0,05).

Полученные результаты послужили осно-
вой для исследования возможности улучшения 
ранней диагностики эндометриоидных кист 
яичников и  рецидивов заболевания в  послеопе-
рационном периоде посредством использования 
экспресс-анализа дифференциально-диагности-
ческих критериев реактивных изменений ядер-
ных структур лимфоцитов.

При визуализации ядра лимфоцита четко 
определялась его округлая или овальная форма, 
неоднородность внутренней структуры, связан-
ная с  наличием конгломератов гетерохроматина 
по периферии и  в центре, наличие нескольких 
контрастных ядрышек (рис. 1). 

Рисунок 2 иллюстрирует характер изменений 
анализируемых дифференциально-диагности-
ческих критериев функционального состояния 
ядерных структур лимфоцитов через 6 и 12 меся-
цев после лапароскопической цистэктомии у об-
следуемых пациенток в группах сравнения.

У ядер лимфоцитов больных с  эндометри-
оидными кистами яичников до оперативно-
го лечения были отмечены достаточно высо-
кие значения относительной интенсивности 
сегментов ядра по сравнению с  контрольной 
группой (0,611 против 0,504, p < 0,05). Данная 
величина характеризует анизотропию хромати-
на: чем выше ее значение, тем хроматин менее 
плотный (более рыхлый) в данной области ядра 
клетки. В  процессе мониторинга этого показа-
теля на 6-м и  12-м месяце постоперационного 
периода у  пациенток, получавших диеногест, 
∆I снижалась практически до нормальных зна-
чений на 10,3 и  14,7% соответственно (p < 0,05). 
В  группах  3 и  5 величина ∆I также снижалась, 
но в меньшей степени, – на 10,6 и 12,9% соответ-
ственно (p < 0,05).

Аналогичные изменения отмечены в  отно-
шении относительного расстояния (∆L) между 

Морфоденситометрическая характеристика Т-лимфоцитов (CD3+-клеток) периферической крови практически здоровых женщин и больных 
с эндометриоидными кистами яичников до оперативного лечения

Группа Морфоденситометрические параметры лимфоцитов

диаметр
(Д, мкм)

периметр
(P, мкм)

высота
(H, мкм)

площадь
(A, мкм2)

объем
(V, мкм3)

Соматически здоровые 
женщины (контроль, n = 30)

max 9,43 36,25 3,59 58,13 59,24

min 5,22 16,41 1,43 27,42 21,38

Mean 7,02 24,15 2,42 41,56 39,96

SD 0,54 5,11 0,44 9,12 10,15

Median 6,81 24,13 2,46 35,15 41,12

Fa 0,783

Пациентки 
с эндометриоидными  
кистами яичников (n = 82)

max 10,35 38,02 3,15 62,34 65,88

min 6,95 17,13 1,12 19,89 34,45

Mean 8,67 27,24 2,03 38,14 43,44

SD 0,72 4,96 0,38 8,15 12,38

Median 7,26 25,62 2,01 37,66 41,65

Fa 0,898*

FA – функциональная активность ядра
* Статистически значимые различия между группами пациенток и показателями практически здоровых людей (p < 0,05)
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центрами сегментов ядер лимфоцитов, которое 
демонстрирует общую динамику распределения 
хроматина различной плотности в  ядре клет-
ки. Чем больше палитра (градация) плотности 

хроматина в ядре и выше уровень функциональ-
ной активности клетки, тем меньше величина 
данного показателя: у  пациенток с  эндометри-
оидными кистами яичников до оперативного 
лечения ∆L составляет 0,526 против 0,545 в кон-
трольной группе. Кроме того, это является сви-
детельством неоднородности распределения 
хроматина в  ядрах таких клеток. Это связано 
с  появлением менее крупных сегментов с  боль-
шей относительной плотностью хроматина и бо-
лее хаотичным их распределением по площади 
ядра, что характерно для клеток с высокой синте-
тической активностью. На фоне лечения величи-
на показателя постепенно увеличивалась (на 0,6 
и 0,9, 4,2 и 2,1% соответственно), но выявленные 
изменения не достигали уровня статистической 
значимости.

Объективным свидетельством выражен-
ной неоднородности распределения хроматина 
в ядрах лимфоцитов служит подсчет количества 
сегментов. Так, у  больных с  эндометриоидны-
ми кистами яичников до оперативного лечения 
количество сегментов по сравнению с  группой 
контроля было увеличенным в 1,4 раза (8,43 про-
тив 6,2 соответственно, p < 0,05). На фоне лечения 
величина этого показателя снижалась, и в груп-
пах 2 и 3 становилась практически равнозначной 
(6,89 и 7,3 соответственно). Через 12 месяцев тера-
пии у пациенток 4-й группы количество сегмен-
тов в ядрах продолжало уменьшаться и в среднем 
составило 6,12 ± 1,98, а  в 5-й  группе, напротив, 
была выявлена тенденция к увеличению их числа 
до 7,01 ± 2,81.

Периметр ядер в  группе контроля составил 
353,6 ± 21,4  пикс, а  у пациенток с  эндометриоид-
ными кистами яичников до оперативного лече-
ния  – 396,8 ± 26,0  пикс (p < 0,05). В  послеопера-
ционном периоде у  пациенток в  группах  2 и  4, 
которые получали лечение диеногестом в  тече-
ние  6 и  12  месяцев, периметр ядер лимфоцитов 
по отношению к  результатам до операции ста-
тистически значимо снижался до 341,2 ± 18,3 
и  346,5 ± 32,3  пикс соответственно (p < 0,05). 
У больных в группах 3 и 5 изменения были ана-
логичными, но менее выраженными (349,2 ± 28,1 
и 365,4 ± 31,2 пикс соответственно, p < 0,05).

Анализ частоты рецидивов у  обследованных 
пациенток с эндометриоидными кистами яични-
ков после оперативного лечения показал, что че-
рез 6 и 12 месяцев число безрецидивных случаев 
в группах 2 и 4, получавших диеногест 2 мг, соста-
вило 100%, тогда как в группах 3 и 5, не получав-
ших лечение данным препаратом,  – 97,5 и  93,5% 
(p < 0,05) соответственно.

Рис. 1. Фазовый портрет ядра живого лимфоцита (А) и характер распределения 
хроматина в ядре, оцененный с помощью технологии денситометрической сегментации 
при использовании алгоритма обработки «водораздел» (Б)

А Б

Рис. 2. Показатели реактивных изменений ядер лимфоцитов периферической крови 
пациенток с эндометриоидными кистами яичников до и после лечения, полученных 
с использованием технологии денситометрической сегментации: А – относительная 
интенсивность сегментов ядра (∆I, у.е.); Б – относительное расстояние между центрами 
сегментов (∆L, у.е.); В – количество сегментов по площади ядра (N); Г – периметр ядер 
лимфоцитов (пикс). Больные с эндометриоидными кистами яичников: группа 1 – до 
оперативного лечения; группа 2 – через 6 месяцев после цистэктомии на фоне лечения 
диеногестом; группа 3 – через 6 месяцев после цистэктомии без лечения диеногестом; 
группа 4 – через 12 месяцев после цистэктомии на фоне лечения диеногестом; группа 5 – 
через 12 месяцев после цистэктомии без лечения диеногестом
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Таким образом, полученные результаты проде-
монстрировали, что прогрессирование патологи-
ческого процесса у больных с эндометриоидными 
кистами яичников сопровождается изменением 
функциональной активности Т-лимфоцитарного 
звена иммунитета. Морфоденситометрические 
показатели ядер лимфоцитов могут служить кри-
териями ранней диагностики рецидивов заболе-
вания и эффективности проведенного лечения.

Обсуждение
Лимфоциты как объект исследования всегда 
привлекают пристальное внимание специали-
стов широким спектром функциональных воз-
можностей, включающих контроль антигенного 
гомеостаза, аккумулирование, хранение и  пере-
нос информации об адаптивных и  дезадаптив-
ных процессах в системе иммунитета. Пожалуй, 
самым ярким и  информативным элементом 
клеточной организации является ядро клетки. 
Именно поэтому детальное изучение феноти-
па интерфазного ядра, к  которому относят со-
вокупность генетически детерминированных 
цитологических компонентов структурно-про-
странственной и  функциональной организа-
ции цитогенетической системы (динамическую 
структурно-функциональную связь хроматина 
с  элементами ядерного матрикса и  внутренней 
ядерной оболочкой, компартментный характер 
организации, неслучайное расположение хромо-
сомных территорий и  др.), представляет собой 
важную область фундаментальных знаний [13, 
14].

В этой связи интерфазный хроматин можно 
рассматривать в качестве своеобразного биосен-
сора ранних изменений функционального со-
стояния ядросодержащей клетки. Модификации 
его структуры и  плотности упаковки не только 
свидетельствуют об изменении морфофункцио-
нального состояния лимфоцита, но и могут быть 
спроецированы на организм в целом для ранней 
доклинической диагностики, оценки тяжести па-
тологического процесса и  прогноза при различ-
ных кризисных состояниях.

Количество хроматина в соматической клет-
ке со стандартным (диплоидным) набором хро-
мосом постоянно и  не зависит от большинства 
факторов. В то же время в процессе активации 
клетки структурная упорядоченность хромати-
на претерпевает разнообразные конформацион-
ные превращения, в  результате которых изме-
няются физико-химические и, соответственно, 
оптические (анизотропия) свойства фракций 
хроматина.

Известно, что коэффициент преломления 
всех компонентов субклеточных структур в сред-
нем составляет 1,088. Однако его величина может 
меняться в зависимости от степени конденсации 
хроматина: при уменьшении размера комплекса 
белков, ДНК и  РНК снижается и  коэффициент 
преломления. Следовательно, снижение уровня 
анизотропии ядра лимфоцита может интерпре-
тироваться как показатель, свидетельствующий 
о  переходе гетерохроматина в  эухроматин, что 
указывает на биологическую активацию хрома-
тина и служит предпосылкой для появления ма-
тричной активности ДНК [15]. 

Для описания упорядоченных структурных 
образований хроматина было предложено поня-
тие «хромосомные территории», которые пред-
ставляют собой динамичные структурные едини-
цы, расположенные в  трехмерном пространстве 
ядра и  характеризующие упорядоченность про-
цессов репликации и  транскрипции хроматина. 
Соотношение, взаимное расположение хромосо-
мных территорий и их позиционирование отно-
сительно друг друга и центра ядра клетки могут 
иметь важное диагностическое и  прогностиче-
ское значение как для оценки функционального 
состояния клетки, так и для ранней диагностики 
целого ряда патологических состояний [16, 17]. 

В свою очередь, изучение организации терри-
торий интерфазного хроматина в диапазоне мас-
штабов от молекулярного уровня до целого ядра 
требует разработки соответствующих новых экс-
периментальных подходов. Одним из таких до-
статочно эффективных подходов может оказать-
ся метод QPI [18, 19].

Использование уникальных возможностей 
QPI для неинвазивного исследования живых 
функционирующих клеток позволило нам по-
лучить визуализации ядерных и  субъядерных 
структур с объективной оценкой их количествен-
ных и качественных признаков. При этом особое 
значение приобретает показатель фазовой тол-
щины (или фазовой высоты) мононуклеарной 
клетки, который отражает особенность упаковки 
хроматина в ядре и, соответственно, активности 
процессов белкового синтеза. Таким образом, 
данная величина позволяет косвенно оценить ак-
тивность ядросодержащей клетки и  может счи-
таться высокочувствительным и  объективным 
критерием оценки нарушений иммунного гомео-
стаза [20, 21].

Нами зарегистрирован и  количественно оце-
нен процесс декомпактизации ядра с  помощью 
используемой технологии морфоденситометри-
ческой сегментации. Существенная разница 
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в  величине показателей интерфазных ядер лим-
фоцитов (относительной интенсивности сегмен-
тов ядра (∆I), относительного расстояния (∆L) 
между центрами сегментов, количества (N) сег-
ментов и  периметра (P) ядер в  условиях нормы 
и  патологии (больные с  эндометриоидными ки-
стами яичников)) наглядно отражена в представ-
ленных гистограммах.

Кроме того, результаты ретроспективной 
оценки денситометрических параметров ядер 
лимфоцитов и  исходов заболевания у  обследо-
ванных пациенток через  6 и  12  месяцев после 
оперативного лечения и  курса терапии проде-
монстрировали возможность их практического 
использования в  качестве критериев эффектив-
ности проводимого лечения и  прогнозирования 
рецидива эндометриоза.

Проблемы диагностики и  лечения эндо-
метриоидных кист яичников, встающие пе-
ред практикующим врачом, связаны в  первую 
очередь с  отсутствием высокочувствительных 
неинвазивных диагностических маркеров, по-
зволяющих оценить характер вовлечения в  па-
тологический процесс окружающих тканей и ор-
ганов при персистировании заболевания [22]. 
Важным аспектом профилактики рецидивов 
становится выбор наиболее эффективной такти-
ки послеоперационной терапии и  своевремен-
ной оценки ее эффективности и  адекватности. 
В  целом ряде стран специалисты рекомендуют 
в  качестве монотерапии для предотвращения 
рецидивирования эндометриоидных кист яич-
ников препараты на основе диеногеста  – син-
тетического прогестина с  выраженным проге-
стагенным и  умеренным антигонадотропным 
эффектами без андрогенной, глюкокортикоид-
ной и  минералокортикоидной активности [23–
25]. Представленные нами данные убедительно 

подтверждают, что диеногест  – высокоэффек-
тивное средство лечения эндометриоза, спо-
собствует снижению рецидивов заболевания, 
а  морфоденситометрические показатели ядер 
лимфоцитов могут служить критериями эффек-
тивности терапии больных с  эндометриоидны-
ми кистами яичников.

Получение важной количественной инфор-
мации о  состоянии клеточных объектов с  при-
менением технически доступных и  малозатрат-
ных методов QPI открывает новые возможности 
практического использования ядер живых функ-
ционирующих клеток как перспективных био-
сенсоров для диагностических целей. Результаты 
исследования могут в  будущем способствовать 
индивидуализации тактики ведения больных 
с эндометриоидными кистами яичников в после-
операционном периоде.

Заключение
Интерфазный хроматин  – высокочувствитель-
ный биосенсор функциональной активности кле-
ток. Практическое использование QPI в клиниче-
ском мониторинге больных с эндометриоидными 
кистами яичников способствует оперативному 
получению важной информации о  состоянии 
клеточного звена иммунитета, открывает новые 
возможности для оценки эффективности про-
водимых лечебных и  реабилитационных меро-
приятий и  ранней доклинической диагностики 
рецидива заболевания. Важным аспектом даль-
нейшего развития данного направления пред-
ставляется создание библиотеки фазовых обра-
зов ядер различных субпопуляций лимфоидных 
клеток в  условиях нормы и  патологии, а  также 
совершенствование технологии цифровой обра-
ботки фазовых изображений биологических ми-
крообъектов. 
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Evaluation of the lymphocyte interphase nuclei 
phenotype by quantitative phase imaging (QPI) 
in patients with endometrial ovarian cysts

Rationale: Ovarian endometriosis is a progressive 
disease with growing prevalence and severity. 
Therefore, the development of robust non-inva-
sive laboratory screening methods for early diag-
nosis on the out-patient basis seems quite relevant. 
Aim: To assess a potential of the quantitative phase 
imaging technique for early diagnosis of ovarian 
endometrial cysts and post-operative relapses of 
the disease. Materials and methods: We analyzed 
1578  nuclei of the peripheral blood lymphocytes 
from 82  patients with ovarian endometrial cysts, 
aged 21 to 37  years (mean age 26.4 ± 3.6  years). 
The patients were follow-up in a  gynecology 
out-patient clinic (the town of Yessentuki, Russia). 
Assessments were made longitudinally, i.e., before 
a  laparoscopic cystectomy, at  6 and 12  months 
in the post-operative period with or without 
treatment with dienogest-containing agents. 
Morphological and functional status of the nuclei 
from the peripheral blood lymphocytes was as-
sessed in the real-time mode by quantitative phase 
imaging (QPI) with the phase-interference micros-
copy module of the Bioni hardware and software 
complex (Westgrade Ltd., Moscow) for clinical and 
laboratory diagnostics, and the morphodensito-
metric segmentation technology. Results: The 
comparative analysis of morphometric parame-
ters of CD3+ cells taken from peripheral blood of 
healthy non-pregnant women and patients with 
ovarian endometrial cysts before surgery showed 
a  significant increase of the calculated functional 
activities of the lymphocyte nuclei (0.898 vs 0.783, 
p < 0.05). Assessment of changes overt time in the 
differential diagnostic criteria of the nuclear re-
sponse in the peripheral blood lymphocytes from 
patients with endometrial ovarian cysts showed 
the following. Compared to the parameters 

obtained before treatment, at  6 and 12  months 
of the post-operative period the relative intensity 
of nuclear segments (∆I) decreased by 10.3 and 
14.7, 10.6 and 12.9% in the group treated with and 
without dienogest, respectively. Relative distance 
between the centers of the nuclear segments (∆L) 
demonstrated a  trend towards an increase by 0.6 
and 0.9, 4.2 and 2.1%. The numbers of nuclear seg-
ments increased by 18.3 and 13.4, 27.4 and 16.9%, 
whereas the nuclear perimeter decreased by 13.9 
and 12.6, 11.9 and 7.8%, respectively. In the patients 
treated with dienogest, the rate of non-relapse at 6 
and 12 months of the follow-up was 100%, whereas 
in the patients without dienogest therapy, 97.5 and 
93.5%, respectively. Discussion: Interphase chro-
matin is a unique biosensor of the early abnormali-
ties in a lymphoid cell. Modification of its structure 
and packaging density not only indicate changes 
of the morphofunctional status of the lymphocyte, 
but can be projected to the body as a whole and 
used for early pre-clinical diagnosis, assessment of 
severity of the pathological process and prediction 
of the outcome in various critic states. Conclusion: 
Practical implementation of QPI for clinical moni-
toring of patients with ovarian endometrial cysts 
makes it possible to obtain important information 
on the cell immunity in real time. It opens new op-
portunities to assess the efficacy of treatment and 
rehabilitation activities, as well as for early pre-clin-
ical diagnosis of relapsing disease.

Key words: interphase nucleus phenotype, nucle-
ar architecture, chromatin, chromatin territories, 
phase-interference microscopy, clinical monitor-
ing, endometrial ovarian cysts
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Себорейный кератоз: клинические 
особенности и ассоциация с вирусом 
папилломы человека рода β

Писклакова Т.П.1 • Костенко Е.И.2 • Телешева Л.Ф.3

Актуальность. Cеборейный кератоз  – рас-
пространенная доброкачественная опухоль 
с  неясной этиологией. Цель  – изучить ассоци-
ации клинических особенностей себорейно-
го кератоза и  его течения с  количественными 
показателями вируса папилломы человека 
(ВПЧ) рода  β. Материал и  методы. Основную 
группу составил 91  больной себорейным ке-
ратозом (29 мужчин и 62 женщины) в возрасте 
от 40 до 75 лет (средний возраст 59,2 ± 6,4 года), 
контрольную  – 30  условно здоровых человек 
в  возрасте от  40 до  70  лет (средний возраст 
57,6 ± 4,1  года). Диагноз себорейного кератоза 
подтвержден дерматоскопически и  патомор-
фологически с  идентифицированным аканто-
тическим подтипом заболевания (в  100%  слу-
чаев). Определение ВПЧ проводили методом 
полимеразной цепной реакции с гибридизаци-
онно-флюоресцентной детекцией в режиме ре-
ального времени с использованием трех систем 

олигонуклеотидов: для детекции ВПЧ β1 (типы 
5, 8, 12, 14, 19, 21, 25, 36, 47), β2 (типы 9, 15, 17, 22, 
23, 37, 38, 80) и β3 (типы 49, 75, 76). Результаты. 
Клинически наиболее часто выявлена пятни-
сто-папулезная форма себорейного кератоза 
(у 61 пациента из 91, 67%) с преимущественной 
локализацией в  области головы, шеи, перед-
ней и  задней поверхности туловища. В  общей 
группе больных ВПЧ рода β встречался в 88,8% 
(у  24 из 27  пациентов) биоптатов себорейного 
кератоза (р = 0,04) и в 66,6% (18 из 27) биоптатов 
здоровых тканей у тех же больных (р = 0,04), что 
статистически значимо выше показателя ВПЧ-
контаминации среди здоровых людей (28,7%, 
р = 0,02). В  опухолях у  больных себорейным 
кератозом чаще регистрировали микст-ассо-
циацию ВПЧ рода  β  – у  21  (83,3%) из 24  ВПЧ-
позитивных пациентов (различия статистически 
значимы в сравнении с контролем, р = 0,00001). 
Максимальная (значимая) вирусная нагрузка 

отмечена в группе больных себорейным керато-
зом с количеством пролиферативных очагов 10 
и  более (от 4,08 ± 0,3  lg/105  до  5,7 ± 0,3  lg/105). 
Заключение. Для пятнисто-папулезной формы 
себорейного кератоза характерна микст-ин-
фекция ВПЧ β1, β2, β3, выявляемая в 77,7% слу-
чаев вне зависимости от количества очагов па-
тологического роста. Предположительно, при 
одновременном наличии ВПЧ видов β1, β2, β3 
возникает множественный себорейный кератоз 
(число очагов более  10) и  велика вероятность 
появления новых очагов себорейного кератоза 
на неизмененной коже.

Ключевые слова: себорейный кератоз, клини-
ческие особенности, вирус папилломы челове-
ка рода β, полимеразная цепная реакция
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Эпителиальные опухоли кожи относятся 
к  часто встречающимся новообразова-
ниям человека, на их долю приходится 
от 20–24,9 до 55,4–61,7%  случаев обра-

щений по поводу кожных новообразований [1]. 
В нашей стране данные об эпидемиологии себо-
рейного кератоза крайне малочисленны [2], что 
связано с рядом причин.

Во-первых, анализ статистических данных 
и  публикаций в  научной литературе затрудня-
ет наличие множества синонимов заболевания: 
себорейная бородавка, себорейная кератома, 
старческая бородавка, базальноклеточная папил-
лома, пигментированная эпителиома, пигменти-
рованная папиллома, себорейная акантома, пиг-
ментированная базальноклеточная эпителиома, 
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старческая папиллома и  др. Во-вторых, несмо-
тря на то что эта доброкачественная опухоль 
была впервые упомянута S. Pollitzer еще в  кон-
це XIX  века (1890) [3], ее детальное описание 
Д.И. Головиным сделано сравнительно недавно – 
в 1958 г. [4]. И в-третьих, до настоящего времени 
этиология данного пролиферативного процесса 
на коже не ясна. Согласно международной ги-
стологической классификации опухолей кожи 
«Патология и генетика опухолей кожи», опубли-
кованной под эгидой Международного агентства 
по изучению рака (Pathology and Genetics of Skin 
Tumors, 2005) [5], себорейный кератоз относится 
к  доброкачественным эпителиальным опухолям 
и является разновидностью акантом. Заболевание 
практически одинаково поражает мужчин и жен-
щин, преимущественно старше 40  лет [2, 6, 7]. 
Установлена четкая корреляция его дебюта с воз-
растом. Так, в когорте 24–49-летних распростра-
ненность себорейного кератоза составила 38%, 
50–59-летних  – 69%, 60–69-летних  – 86%, а  сре-
ди 70–79-летних – более 90% [7–10]. Заболевание 
чрезвычайно распространено в  странах с  высо-
ким уровнем инсоляции, например, в Австралии, 
где у  населения старше 50  лет оно встречается 
в 100% случаев. При этом максимальное скопле-
ние патологических элементов себорейного ке-
ратоза отмечается на открытых участках кожи, 
подвергающихся интенсивному воздействию ин-
соляции [11]. Европейские исследования указыва-
ют на несколько меньшую частоту встречаемости 
этой эпителиальной опухоли: 82% среди мужчин 
и 62% среди женщин в возрасте более 70 лет [8].

Отечественные исследователи [2, 12–16] ука-
зывают на наибольшую пораженность закрытых 
участков кожи, подверженных механическому 
воздействию (трению, давлению). У  больных 
с  многочисленными элементами себорейного 
кератоза нередко регистрируют положительный 
семейный анамнез [6, 10]. Себорейный кератоз 
представлен множественными очагами пролифе-
ративного роста [17]. Проведение дерматоскопи-
ческого и гистологического исследования обяза-
тельно для верификации диагноза [18, 19, 20].

Одним из ключевых факторов, способству-
ющих активации пролиферативных процессов 
в  коже с  последующим развитием новообразо-
ваний различной природы, признано инфици-
рование клеток кожи вирусом папилломы чело-
века (ВПЧ) [15, 21]. Определенные характерные 
фрагменты ВПЧ подавляют активность гена  р53 
кератиноцитов, что приводит к  неконтролиру-
емой пролиферации кератиноцитов. Показана 
значимость некоторых типов ВПЧ в  развитии 

ряда новообразований кожи [16]. Более точным 
индикатором пролиферации, выявляющим клет-
ки, находящиеся в  процессе подготовки к  деле-
нию, в  S-фазе клеточного цикла, признан белок 
PCNA. Данные о  том, что S-фаза в  клетках, по-
раженных ВПЧ, более продолжительна (от  18 
до 20 часов), чем S-фаза в нормальных кератино-
цитах эпидермиса (16  часов), подтверждены им-
муногистохимическими исследованиями. ВПЧ 
поражает исключительно эпителиальные клет-
ки, его репликация происходит в базальном слое 
эпидермиса, тогда как экспрессия белков и  не-
посредственная сборка вируса осуществляются 
в  ростковой зоне, клетках шиповатого и  зерни-
стого слоев эпидермиса [21]. Хронизация папил-
ломавирусной инфекции возникает при пораже-
нии кератиноцитов базального слоя эпидермиса. 
ВПЧ обнаружен как в  эпителиальных опухолях 
кожи [15, 22–26], так и при трансформации себо-
рейного кератоза в злокачественные новообразо-
вания кожи [27, 28]. Выявляемость папиллома-
вирусов составляет от 50 до 75% при себорейном 
кератозе, от 33 до 80% – при базальноклеточном 
раке, от  27 до  81%  – при плоскоклеточном раке, 
от 33 до 93% – при актиническом кератозе и от 40 
до  90%  – при псориазе [29]. Несмотря на рас-
пространенность себорейного кератоза, многие 
аспекты этиологии остаются недостаточно из-
ученными, в  том числе не решен вопрос о  роли 
ВПЧ в развитии заболевания, что определяет ак-
туальность настоящей работы.

Цель исследования  – изучить ассоциации 
клинических особенностей себорейного кератоза 
и  его течения с  количественными показателями 
ВПЧ рода β. В этой связи сформулированы следу-
ющие задачи: выявить клинические особенности 
себорейного кератоза; изучить частоту обнару-
жения ВПЧ рода β у больных себорейным керато-
зом как в самих опухолях, так и в здоровой коже; 
определить вирусную нагрузку в зависимости от 
количества патологических элементов.

Материал и методы
Основную группу составил 91  пациент с  себо-
рейным кератозом в  возрасте от  40 до  75  лет 
(средний возраст 59,2 ± 6,4), из них 62  (68,2%) 
женщины и 29 (31,8%) мужчин. До начала иссле-
дования все пациенты подписали информиро-
ванное согласие на участие в  нем. Проведение 
исследования одобрено этическим комитетом 
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государствен-
ный медицинский университет» (протокол № 11 
от  17.11.2016). При обнаружении у  больных кли-
нических проявлений себорейного кератоза 
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диагноз подтверждался с использованием дерма-
тоскопа HEINE 20 (Германия). В случае наличия 
основных дерматоскопических признаков себо-
рейного кератоза (церебриформная структура, 
структура по типу отпечатков пальца, комедоно-
подобные отверстия, милиаподобные кисты, со-
суды по типу шпилек, «изъеденный молью» край) 
проводили патоморфологический анализ. Во всех 
биоптатах (n = 91) был идентифицирован аканто-
тический подтип себорейного кератоза.

Согласно клиническим критериям все паци-
енты были разделены на три группы: в 1-ю вошли 
18  человек с  пятнистой формой себорейного ке-
ратоза, во 2-ю – 12 с папулезной и в 3-ю – 61 паци-
ент с пятнисто-папулезной формой себорейного 
кератоза.

Контрольную группу составили 30  условно 
здоровых человек в возрасте от 40 до 70 лет (сред-
ний возраст 57,6 ± 4,1 года), обратившихся в ГБУЗ 
«Областной кожно-венерологический диспансер 
№ 3» (Челябинск) для профилактического ос-
мотра. Критериями включения в  контрольную 
группу были наличие подписанного информи-
рованного согласия на участие в  исследовании; 
отсутствие при осмотре жалоб, связанных с  ко-
жей, доброкачественных и  злокачественных 
опухолей кожи, кожных и  венерических заболе-
ваний; отсутствие в  анамнезе онкологической 
патологии; отсутствие соматической патологии 
в  стадии обострения; отсутствие перенесенных 
острых инфекционных и  вирусных заболеваний 
в течение шести недель, предшествовавших про-
ведению исследования; отсутствие заболеваний 
крови, лимфопролиферативных заболеваний; от-
сутствие аллергических и аутоиммунных заболе-
ваний. Отбор проводился «методом конвертов».

Для обследования участников исследования 
применялись общеклинический, морфологиче-
ские, молекулярно-биологические и  иммуноло-
гические методы. Определение ВПЧ проводили 
методом полимеразной цепной реакции с  гибри-
дизационно-флюоресцентной детекцией в  ре-
жиме реального времени, что позволило опреде-
лить абсолютное количество геномов ВПЧ рода β 
и ДНК человека в пробе. Для выявления ДНК ВПЧ 
рода β были использованы три системы олигону-
клеотидов: для детекции ВПЧ рода  β1 (типы 5, 
8, 12, 14, 19, 21, 25, 36, 47), β2 (типы 9, 15, 17, 22, 
23, 37, 38, 80) и β3 (типы 49, 75, 76). Материалом 
для молекулярно-биологического исследования 
послужили биоптаты кожи 27  пациентов с  пят-
нисто-папулезной формой себорейного керато-
за и 7 человек из контрольной группы. Биоптаты 
размером 0,2 × 0,2  см были получены с  помощью 

метода соскоба или малоинвазивной модифика-
ции взятия биопсии бритвенным способом. Метод 
соскоба использовали для взятия материала как 
с  пораженных, так и  здоровых участков кожи 
больных себорейным кератозом. Забор клеток 
с непораженной (здоровой) кожи пациентов с се-
борейным кератозом осуществляли с внутренней 
поверхности средней трети правого плеча.

Результаты исследования количественных 
параметров в  группах сравнения представлены 
в  виде средней арифметической и  стандартной 
ошибки средней (M ± m). Статистическую зна-
чимость различий оценивали по U-критерию 
Манна  – Уитни и  критерию Фишера. 
Корреляционный анализ выполнен с  помощью 
программы Statistica for Windows 6.0., непара-
метрических корреляций Спирмена. Для выде-
ления значимых коэффициентов корреляции 
был выбран уровень значимости, принятый для 
медико-биологических исследований (р < 0,05). 
Математическую обработку данных проводили 
с помощью программы документации для метода 
полимеразной цепной реакции в  режиме реаль-
ного времени Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, 
Австралия).

Результаты
Проявления себорейного кератоза на коже мож-
но описать как пятна, папулы либо комбинацию 
этих первичных элементов. Как следствие, выде-
ляют пятнистую, папулезную или пятнисто-па-
пулезную формы заболевания. У 18 (19,8%) наших 
пациентов диагностирована пятнистая форма, 
у 12 (13,2%) – папулезная, у 61 (67%) – пятнисто-па-
пулезная (табл. 1). Статистически значимых раз-
личий по параметру среднего возраста между 
группами, выделенными в  зависимости от кли-
нической формы себорейного кератоза, не выяв-
лено. Что касается распределения больных по фо-
тотипам кожи (классификация Т. Фитцпатрика), 
наибольшую долю составил II  фототип (56%), 
характеризующийся генетически обусловленной 
гипофункцией меланоцитов кожи и  высокой ее 
чувствительностью к  ультрафиолетовому излу-
чению (280–320  нм) (рисунок). Несколько реже 
определялся III фототип, более устойчивый к сол-
нечному излучению. При сравнении встречаемо-
сти фототипов в  зависимости от клинической 
формы себорейного кератоза оказалось: большая 
частота встречаемости характерна для II фототи-
па (р = 0,05) при папулезной форме и III фототипа 
(р = 0,02) при пятнисто-папулезной форме.

При себорейном кератозе обычно сначала 
появляются 1–2  очага. Больные их не замечают 
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месяцами, иногда годами. Постепенно количе-
ство элементов увеличивается. На стадии об-
ращения к  дерматологу или косметологу за-
болевание представляет собой, как правило, 
патологический процесс на коже, проявляющий-
ся множественными пролиферативными очага-
ми. Клинически себорейный кератоз выглядит 
как множественные опухоли, которые могут быть 
на различных участках тела пациента. У 91 паци-
ента, включенного в наше исследование, количе-
ство очагов себорейного кератоза варьировало 
от 2 до 267. Учитывая, что увеличение количества 

очагов связано с длительностью патологического 
процесса на коже, мы распределили пациентов по 
3 группам: I группу составили пациенты, у кото-
рых отмечено от 1 до 10 патологических элемен-
тов, II  группу  – от  11 до  50 и  III  группу  – более 
50 (см.  табл. 1). В  группе с  пятнистой формой 
заболевания ⅔ пациентов имели от  11 до  50  се-
борейных кератом. Максимальное количество 
патологических элементов зафиксировано у 4 па-
циентов с  пятнисто-папулезной формой заболе-
вания (в  среднем 132,4 ± 14,2  элемента). Возраст 
начала заболевания колебался от  39 до  75  лет. 
Средний возраст появления первых элементов 
себорейного кератоза в  общей группе составил 
54,5 ± 7,4  года. После 50  лет себорейный кератоз 
дебютировал у 67 (80,7%) человек. При всех кли-
нических формах к наиболее пораженным зонам 
можно отнести область головы, шеи, передней 

Таблица 1. Характеристика пациентов и клинические особенности себорейного кератоза 

Параметр Клиническая форма себорейного кератоза p (критерий 
Фишера)

пятнистая 
(группа 1, 
n = 18)

папулезная 
(группа 2, 
n = 12)

пятнисто-
папулезная 
(группа 3, 
n = 61)

Возраст пациентов, годы 54,4 ± 4,5 56,4 ± 6,4 62,4 ± 6,1 > 0,05

Возраст появления 
себорейного кератоза, 
годы

52,3 ± 4,6 55,8 ± 5,6 56,8 ± 4,3

Фототипы кожи пациентов 
по Фитцпатрику, абс. (%)

II фототип 8 (44,4) 9 (75) 34 (55,7)

III фототип 7 (38,9) 3 (25) 25 (41)

IV фототип 3 (16,7) 2 (3,3)

Количество очагов, абс. (%)

от 1 до 10 4 (22,2) 2 (16,7) 15 (24,5)

от 11 до 50 12 (66,7) 7 (58,3) 27 (44,3)

более 50 2 (11,1) 3 (25) 19 (31,2)

Локализация элементов, 
абс. (%)

область головы и шеи 9 (50) 10 (83,3) 60 (98,3) 0,00011–3

передняя поверхность 
туловища, включая 
аксиллярную зону

11 (61,1) 4 (33,3) 50 (81,9) 0,0012–3

задняя поверхность 
туловища, включая 
ягодичную область

5 (27,7) 3 (25) 46 (75,4)

верхние конечности 3 (16,6) 36 (59,01) 0,0011–3

нижние конечности 21 (34,4)

Средние размеры 
себорейного кератоза, см

1,2 ± 0,2 0,92 ± 0,12 0,87 ± 0,13

Пациентка А.Б.Д., 63 года, обратилась на осмотр к дерматологу 
в День диагностики меланомы (Melanoma Awareness Day). 
Отмечает появление пигментных пятен на коже туловища 
в течение 20 лет, субъективные ощущения при этом отсутствуют. 
При осмотре на коже спины и передней поверхности грудной 
клетки выявлено 37 очагов себорейного кератоза в виде 
серых округлой или овальной формы пятен (размером от 3 
до 6 мм) и неправильной формы серых, серо-коричневых, 
светло-коричневых, коричневых папул от 5 до 15 мм с четкими 
границами. Установлен диагноз: «пятнисто-папулезный 
себорейный кератоз (группа пациентов с количеством очагов 
от 11 до 50). II фототип по Фитцпатрику». Дерматоскопически 
и гистологически диагноз себорейного кератоза подтвержден. 
Больная включена в исследование (группа пациентов 
с пятнисто-папулезным типом высыпаний в количестве от 11 
до 50 элементов на коже). В биоптате себорейного кератоза 
идентифицирован только вирус папилломы человека (ВПЧ) 
рода β3; вирусная нагрузка β3 составила 4,1 lg/105 в очаге 
себорейного кератоза; в биоптате здоровой кожи ВПЧ не 
обнаружен
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и  задней поверхности туловища. При пятни-
сто-папулезной форме в  отличие от пятнистой 
чаще поражалась область головы, шеи (р = 0,0001) 
и верхние конечности (р = 0,001). Папулезная фор-
ма по сравнению с пятнисто-папулезной чаще ло-
кализовалась на передней поверхности туловища 
(р = 0,001). Размеры себорейных кератом у  одно-
го и  того же пациента могли варьировать от 0,3 
до 1,5 см, в среднем – 0,8–1 см.

Согласно задачам исследования, далее прове-
дена детекция ВПЧ рода β в клетках 54 биоптатов 
кожи 27 (44,2%) из 61 больного с пятнисто-папу-
лезной формой себорейного кератоза и у 7 (23,3%) 
из 30  условно здоровых человек контрольной 
группы. В  биопсийном материале пораженной 
кожи ВПЧ β1 выявлен у 22 (81,5%) человек, β2 – у 21 
(77,8%), β3  – у  22 (81,5%). Сочетанное поражение 
ВПЧ β1, β2, β3 обнаружено у 20 (74,1%) пациентов, 
ВПЧ β1, β3 – у 1 (3,7%). Моноинфекция определе-
на у 3 пациентов – соответственно ВПЧ β1, ВПЧ 
β2 и ВПЧ β3. Среди биоптатов пораженной кожи 
у 3 (11,1%) человек ВПЧ не был идентифицирован. 
В биопсийном материале здоровой кожи этих же 
пациентов с себорейным кератозом ВПЧ β1 выяв-
лен в 13 (48,1%) наблюдениях, ВПЧ β2 – в 15 (55,6%), 
ВПЧ β3 – в 11 (40,7%). Сочетанное поражение ВПЧ 
β1, β2, β3 установлено у 10 (37,1%) пациентов, ВПЧ 
β1, β2 – в 1 (3,7%) случае, моноинфекция ВПЧ β1 
определена у  2 (7,4%), ВПЧ β2  – у  4 (14,8%), ВПЧ 
β3 – у 1 (3,7%) больного. Среди биоптатов здоро-
вой кожи пациентов с себорейным кератозом у 9 
(33,3%) человек ВПЧ идентифицирован не был. 
Полученные данные указывают на высокую ин-
вазию ВПЧ – 88,8% – в пораженные участки кожи 
(табл. 2). В контрольной группе ВПЧ-негативными 
оказались 5 из 7 человек; в 1 биоптате клинически 
здоровой кожи обнаружен ВПЧ β2. Еще у 1 (14,3%) 
человека из этой группы выявлено микст-инфи-
цирование ВПЧ β1, β2.

Таким образом, ВПЧ обнаружен в  очаге се-
борейного кератоза у  подавляющего большин-
ства (88,8%) пациентов с  пятнисто-папулезной 
формой заболевания, при этом различия с  кон-
трольной группой были статистически значи-
мы (р = 0,0003). В  здоровом участке кожи у  этих 
же пациентов ВПЧ выявлен в  66,6%, что также 
статистически значимо отличается от показате-
ля инфицирования кожи здорового человека  – 
28,5% (р = 0,0001). Здоровые люди из контрольной 
группы оказались в основном ВПЧ-негативными 
(в 71,4% случаев), что статистически значимо от-
личается от количества негативных образцов, 
взятых со здоровой кожи пациентов с  себорей-
ным кератозом (р = 0,02).

Кроме того, в  группе пациентов с  пятни-
сто-папулезной формой себорейного кератоза 
из 24  ВПЧ-позитивных пациентов у  21  преоб-
ладает микст-инфицирование (77,7% из всех об-
следованных на ВПЧ), что является статистиче-
ски значимым в  сравнении с  группой контроля 
(р = 0,00001); моноинфицирование ВПЧ зареги-
стрировано у  3 (11,1%) больных (табл. 3). У  па-
циентов с  себорейным кератозом и  наличием 
микст-инфекции вирус статистически значимо 
чаще выявлялся в  биоптатах, взятых с  патоло-
гического участка (21  пациент), чем в  здоровой 
коже (р = 0,01). Показатели моно- и  микст-инфи-
цирования в образцах кожи, взятой со здорового 
участка больных себорейным кератозом, стати-
стически значимо не различались (р = 0,15). Среди 
моноинфицированных пациентов с пятнисто-па-
пулезной формой заболевания вирус чаще опре-
делялся в  образцах кожи, взятой со здорового 
участка (р = 0,001).

Как видно из данных табл. 4, частота встреча-
емости микст-инфицирования ВПЧ рода  β пре-
обладала во всех группах пациентов независимо 
от количества патологических элементов на коже. 

Таблица 2. Доля пациентов с выявленным вирусом папилломы человека рода β

ВПЧ+ / ВПЧ- Пациенты с пятнисто-папулезной формой себорейного кератоза (n = 27), 
абс. (%)

Контроль (n = 7), абс. (%) p (U-критерий 
Манна – Уитни)

кожа с патологического участка (СК) кожа со здорового участка (З) кожа здорового человека (К)

ВПЧ+ 24 (88,8) 18 (66,6) 2 (28,5) pСК–К = 0,0003 
pЗ–К = 0,0001 
pСК–З = 0,04

ВПЧ- 3 (11,1) 9 (33,3) 5 (71,4) pСК–З = 0,01 
pЗ–К = 0,02

p (критерий Фишера) 0,0001 0,01 0,1

ВПЧ+ – пациенты с положительным анализом на вирус папилломы человека, ВПЧ- – пациенты с отрицательным анализом на вирус папилломы человека
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При этом оказалось, что моноинфицирование 
ВПЧ клеток со здорового и патологически изме-
ненного образцов кожи в  группе II (количество 
очагов от 11 до 50) было равным в процентном от-
ношении. В группе с максимальным количеством 
себорейных кератом (более 50) микст-инфициро-
вание преобладало в  биоптатах, взятых с  пато-
логически измененного участка кожи. Отметим, 
что во всех образцах клеток кожи, взятых с пато-
логически измененных участков, доминировало 
выявление сочетания всех трех генотипов ВПЧ β 
с  различными групповыми олигонуклеотидами 
(1, 2, 3). Частота встречаемости моно- и микст-ин-
фицирования у  здоровых людей была одинако-
вой – по 1 случаю.

В группе с наименьшим количеством элемен-
тов на коже (количество очагов от 1 до 10) преоб-
ладала микст-ассоциация ВПЧ видами β1, β2, β3, 
на что указывает наличие 75% уровня инфициро-
ванности каждым из указанных вирусов (табл. 5). 
Аналогичная картина наблюдалась и в других из-
учаемых группах. Показательно, что в группе III 
в отношении распределения ВПЧ β2 установлена 
самая большая частота инфицированности.

Показатели вирусной нагрузки, определен-
ные в патологически измененных образцах кожи, 

статистически значимо росли в  зависимости от 
количества патологических элементов на коже – 
с  3,02 ± 0,3 до 5,7 ± 0,3  lg/105 (табл. 6). Средние 
значения вирусной нагрузки клеток кожи со здо-
рового участка кожи значимо не различались, со-
ставив от 2,7 ± 1,6 до 3,1 ± 1,1 lg/105.

Обсуждение
Себорейный кератоз – наиболее частая доброка-
чественная опухоль кожи в разных регионах мира 
[1, 7, 17]. Средний возраст больных себорейным 
кератозом в  нашем исследовании соответству-
ет аналогичным данным других авторов [1, 2, 7]. 
Нам не встретились работы, в которых бы прово-
дились исследования себорейного кератоза по от-
дельным клиническим группам, выделенным по 
формам его проявлений (пятнистая, папулезная 
или пятнисто-папулезная). Выделение трех групп 
больных себорейным кератозом позволило нам 
установить, что преобладающей формой заболе-
вания является пятнисто-папулезная с  гистоло-
гическим акантотическим типом. Она и была вы-
брана для дальнейших исследований на ВПЧ.

По данным А.Ю.  Кладовой и  соавт. [15], при 
себорейном кератозе ВПЧ рода  β встречается 
в 75% случаев, при этом в 66% выявлены 2 и более 

Таблица 3. Доля пациентов с моно- и микст-инфекцией вирусом папилломы человека рода β

ВПЧ рода β (моно/
микст)

Пациенты с пятнисто-папулезной формой себорейного кератоза (n = 27), 
абс. (%)

Контроль (n = 7), абс. (%) p (U-критерий Манна – 
Уитни)

кожа с патологического участка (СК) кожа со здорового участка (З) кожа здорового человека (К)

Моноинфекция ВПЧ 3 (11,1) 7 (25,9) 1 (14,2) pСК–К = 0,001

Микст-инфекция ВПЧ 21 (77,7) 11 (40,7) 1 (14,2) pСК–К = 0,00001
pСК–З = 0,01
pЗ–К = 0,0001

p (критерий Фишера) 0,00001 0,15 –

ВПЧ – вирус папилломы человека

Таблица 4. Доля пациентов с себорейным кератозом с моно- и микст-инфекцией вирусом папилломы человека в зависимости от числа патологических 
элементов на коже

ВПЧ рода β (моно/
микст)

Группа I (количество очагов от 1 
до 10, n = 4), абс. (%)

Группа II (количество очагов от 11 
до 50, n = 7), абс. (%)

Группа III (количество очагов  
более 50, n = 16), абс. (%)

Контроль (n = 7), 
абс. (%)

кожа с пато-
логического 
участка

кожа со здорово-
го участка

кожа с пато-
логического 
участка

кожа со здорово-
го участка

кожа с пато-
логического 
участка

кожа со здорово-
го участка

кожа здорового 
человека

Моноинфекция ВПЧ 0 (0) 0 (0) 2 (28,75) 2 (28,75) 1 (6,25) 5 (31,25) 1 (14,2)

Микст-инфекция ВПЧ 3 (75) 2 (50) 5 (71,4) 3 (42,8) 13 (81,25) 6 (37,5) 1 (14,2)

ВПЧ – вирус папилломы человека
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подтипов ВПЧ рода β. В нашем исследовании под-
тверждена высокая частота обнаружения ВПЧ 
у больных себорейным кератозом – 88,8% (р = 0,003 
в сравнении с контрольной группой) и установле-
но, что в  непораженной коже тех же пациентов 
ВПЧ встречается в 66,6% (в контрольной группе – 
в 28,7%). В пораженной коже пациентов с себорей-
ным кератозом в 77,7% определяются все 3 подти-
па – ВПЧ β1, β2 и β3. Это позволяет предположить, 
что при одновременном наличии ВПЧ β1, β2, β3 
возникает множественный себорейный кератоз 
(число очагов более 10) и велика вероятность по-
явления его новых очагов на неизмененной коже.

В настоящее время при проведении исследо-
ваний отсутствуют общепринятые критерии фор-
мирования групп больных себорейным кератозом. 
В  частности, J.M.  Jackson и  соавт. выделяли две 
группы по количеству опухолей  – менее  15 и  бо-
лее 15 [17]. В своей работе мы первоначально раз-
делили пациентов на 3 группы – до 10, от 11 до 50 
и более 50 себорейных кератом. Результаты иссле-
дования вирусной нагрузки показали, что целесо-
образно вычленять две группы: до 10 и более 11 па-
тологических элементов себорейного кератоза.

Выводы
1.  У пациентов с себорейным кератозом наиболее 

часто выявляется пятнисто-папулезная кли-
ническая форма (67%) с гистологически вери-
фицированным акантотическим типом (100%) 
опухоли; средний возраст появления себорей-
ного кератоза на коже у пациентов в нашем ис-
следовании составил 54,5 ± 7,4 года.

2.  Наибольшее количество кератом (более 50) 
характерно для пятнисто-папулезной формы 
заболевания; излюбленной локализацией опу-
холей являются область головы, шеи, передней 
и задней поверхности туловища.

3.  У больных с  пятнисто-папулезной формой 
себорейного кератоза ВПЧ рода  β встречает-
ся в  биоптатах пораженных клеток в  88,8% 
(р = 0,003 в сравнении с контрольной группой); 
в  здоровых тканях тех же больных  – в  66,6%, 
что статистически значимо выше наличия 
ВПЧ в  коже условно здоровых людей  – 28,7% 
(р = 0,0001). Для пятнисто-папулезной формы 
себорейного кератоза характерна микст-ин-
фекция ВПЧ β1, β2, β3, выявляемая в 77,7% слу-
чаев вне зависимости от количества очагов па-
тологического роста.

4.  Максимальная (значимая) вирусная нагрузка 
в  образцах, взятых с  патологически изменен-
ных участков кожи, отмечается в группе паци-
ентов с  себорейным кератозом, имеющих бо-
лее 10 очагов, – от 4,08 ± 0,3 до 5,7 ± 0,3 lg/105. 

Таблица 5. Доля пациентов в группах с различным числом элементов себорейного 
кератоза и вирусом папилломы человека рода β1, β2, β3

Вид ВПЧ Группа I 
(количество 
очагов от 1 
до 10, n = 4), абс. 
(%)

Группа II 
(количество 
очагов от 11 
до 50, n = 7),  
абс. (%)

Группа III 
(количество 
очагов более 50, 
n = 16), абс. (%)

p (критерий 
Фишера)

ВПЧ β1 3 (75) 6 (85,7) 13 (81,25) pI–III = 0,003

ВПЧ β2 3 (75) 5 (71,4) 14 (87,5) pI–III = 0,0007

ВПЧ β3 3 (75) 6 (85,7) 13 (81,25) pI–III = 0,003

ВПЧ – вирус папилломы человека

Таблица 6. Показатели вирусной нагрузки у ВПЧ-позитивных пациентов с разным 
количеством элементов на коже, lg/105

Группа пациентов ВПЧ-нагрузка 
с патологического 
участка 

ВПЧ-нагрузка 
со здорового 
участка кожи 

Группа I (количество очагов от 1 до 10) 3,02 ± 0,3 2,7 ± 1,6

Группа II (количество очагов от 11 до 50) 4,8 ± 0,4 3,06 ± 0,7

Группа III (количество очагов более 50) 5,7 ± 0,3 3,1 ± 1,1

p (U-критерий Манна – Уитни) pI–II = 0,01
pI–III = 0,01
pII–III = 0,01

ВПЧ – вирус папилломы человека
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Seborrheic keratosis: clinical characteristics and 
an association with the β-genus human papillomavirus

Background: Seborrheic keratosis is a  common 
benign tumor of unclear etiology. Aim: To study 
associations between clinical characteristics of 
seborrheic keratosis and its course with quantita-
tive parameters of the β-genus human papilloma-
virus (β-HPV). Materials and methods: The main 
study group included 91 patients with seborrhe-
ic keratosis (29 male and 62 female), aged 40 to 
75  years (mean ± SD, 59.2 ± 6.4 years). The control 
group included 30 healthy individuals persons 
aged 40 to 70 years (mean 57.6 ± 4.1 years). The 
diagnosis of seborrheic keratosis was confirmed 
by dermoscopy and pathomorphological assess-
ment, with 100% of patients having the acanthotic 
type of seborrheic keratosis. HPV was identified by 
polymerase chain reaction with hybridization flu-
orescent detection in real time mode with use of 
three oligonucleotide systems for detection of HPV 
genus β1 (subtypes 5, 8, 12, 14, 19, 21, 25, 36, 47); β2 
(subtypes 9, 15, 17, 22, 23, 37, 38, 80), and β3 (sub-
types 49, 75, 76). Results: The most frequent clin-
ical type of seborrheic keratosis was the maculo-
papular one (61/91 patients, 67%) localized mainly 
on head, neck, anterior and posterior trunk. β-HPV 
was found in 88.8% biopsy samples taken from 
the seborrheic keratosis areas in 24 of 27 patients 

and in 66.6% biopsy samples taken from the nor-
mal skin areas of the same patients (р = 0.04). This 
is significantly more frequent that the HPV con-
tamination among healthy individuals, which was 
28.7% (р = 0.02). Mixed association of β-HPV was 
also more frequent in the HPV-positive patients 
(21/24, or 83.3%; compared to the control group, 
р = 0,00001). The maximal (significant) viral load 
was found in the subgroup of seborrheic keratosis 
patients with the number of proliferative lesions 
of 10 and more (4.08 ± 0.3 lg/105 tо 5.7 ± 0,3 lg/105). 
Conclusion: The maculopapular type of seborrhe-
ic keratosis is characterized by mixed HPV β1, β2, 
β3 infection found in 77.7% of cases irrespective 
of the number of proliferative lesions. It could be 
hypothesized that multiple seborrheic keratosis 
(more than 10 lesions) develops in simultaneous 
presence of HPV β1, β2, β3 and is associated with 
a  higher probability of new seborrheic keratosis 
lesions on intact skin. 

Key words: seborrheic keratosis, clinical charac-
teristics, β-genus human papillomavirus, poly-
merase chain reaction 
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Фенотипическая характеристика 
биологических свойств коагулазонегативных 
стафилококков, выделенных 
в кардиохирургическом стационаре
Граничная Н.В.1, 2 • Зайцева Е.А.2 • Бондарь В.Ю.3

Актуальность. Значительную часть послеопе-
рационных инфекционных осложнений в  сер-
дечно-сосудистой хирургии вызывают стафи-
лококки, при этом возросла роль Staphylococcus 
epidermidis. Цель – выявить биологические осо-
бенности коагулазонегативных стафилококков, 
выделенных из различных биотопов в кардио-
хирургическом стационаре, для оценки их па-
тогенного потенциала. Материал и  методы. 
Объектом исследования были изоляты стафило-
кокков (n = 73), выделенные в кардиохирургиче-
ском стационаре в 2015–2016 гг. Биохимическая 
идентификация культур проводилась с  ис-
пользованием микробиологического анали-
затора Vitek  2 compact (BioMerieux, Франция) 
и  тест-систем «Стафи-тест» (ERBA Lachema, 
Чехия). Биологические свойства стафилококков 
определялись классическими микробиологи-
ческими методами. Статистическую обработку 
данных осуществляли с  помощью программ-
ного обеспечения «Микроб-2». Результаты. 
В  кардиохирургическом стационаре выявле-
ны S.  aureus и  6  видов коагулазонегативных 
стафилококков, среди которых доминировал 

S.  epidermidis. Больше всего S.  epidermidis было 
выделено из после операционных ран (n = 16, 
30,8 ± 6,4%) и  смывов с  поверхностей окружа-
ющей пациентов среды (n = 11, 21,1 ± 5,7%). Все 
исследуемые S.  epidermidis (n = 52) гидроли-
зовали до кислоты без газа мальтозу, не фер-
ментировали глюкозу, трегалозу, не разлагали 
маннит в  аэробных условиях (за исключением 
стафилококков, выделенных с  объектов окру-
жающей среды и  у медицинского персонала), 
у  них отсутствовала β-галактозидаза (кроме 
культур, выделенных из послеоперационных 
ран). По отношению к  лактозе и  сахарозе био-
химическая активность S.  epidermidis была 
вариабельной. Гемолитической активностью 
(чаще β-типа) обладали 69,2 ± 6,4%  культур 
S. epidermidis. Большинство культур (92,4 ± 3,6%) 
показали протеолитическую активность не-
зависимо от вида стафилококка и  места вы-
деления. Липолитическая активность чаще 
наблюдалась у  изолятов стафилококков, выде-
ленных из клинического материала (отделяемо-
го дыхательных путей медицинского персонала 
(9  культур из  10), пациентов (9  из 10  культур) 

и  послеоперационных ран (16  культур из  20)), 
чем из объектов внешней среды. Обнаружена 
прямая статистически значимая связь между 
липазной активностью и  наличием β-галакто-
зидазы (φ = 0,40), липазной и протеолитической 
активностями (φ = 0,33), β-галактозидазой и раз-
жижением желатины (φ = 0,65), гемолитической 
и  протеолитической активностями (φ = 0,37). 
Заключение. Доминирующим микроорганиз-
мом, встречающимся во всех экотопах кардио-
хирургического стационара, был S.  epidermidis. 
Биохимические свойства коагулазонегативных 
стафилококков и  их ферментативная актив-
ность, связанная с  факторами патогенности, 
различались в зависимости от места изоляции, 
что показывает их участие в развитии воспали-
тельного процесса в определенном биотопе.

Ключевые слова: кардиохирургия, инфекци-
онные осложнения, коагулазонегативные ста-
филококки, Staphylococcus epidermidis, факторы 
патогенности
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Несмотря на внедрение новейших техно-
логий в кардиохирургии, остается акту-
альной проблема послеоперационных 
инфекционных осложнений [1], в част-

ности инфекции стернального доступа [2]. Ее ос-
новной причиной выступает грамположительная 
флора. По-прежнему наибольшую значимость име-
ет Staphylococcus aureus, факторы вирулентности ко-
торого хорошо изучены [3–5]. Однако в последние 
годы на лидирующие позиции по высеваемости вы-
ходят коагулазонегативные стафилококки [6, 7]. Не 
обладая столькими факторами патогенности, как 
S. aureus, они играют все большую роль вследствие 

широкого использования разнообразных высо-
коинвазивных медицинских вмешательств [8–10]. 
Вместе с тем известно, что такие факторы патоген-
ности коагулазонегативных стафилококков, как 
протеазы, гемолизины, липазы и другие, обеспечи-
вают сохранение этих микроорганизмов не только 
на кожных покровах, но и в патологических очагах 
[9]. Именно поэтому для диагностики, профилак-
тики и терапии инфекционных осложнений в сер-
дечно-сосудистой хирургии необходимо проводить 
определение биологических свойств коагулазонега-
тивных стафилококков, в том числе их патогенного 
потенциала.
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Цель  – выявить биологические особенности 
коагулазонегативных стафилококков, выделенных 
из различных биотопов (пациентов, медицинского 
персонала, объектов окружающей среды) в кардио-
хирургическом стационаре, для оценки их патоген-
ного потенциала.

Материал и методы
Объектом исследования были 73  изолята стафи-
лококков, выделенные из биологического мате-
риала пациентов (20  из послеоперационных ран, 
11 из операционных ран, 6 из крови и плевральной 
жидкости, 10 из отделяемого дыхательных путей), 
медицинского персонала (n = 10), а  также из смы-
вов с поверхностей окружающей пациентов среды 
(n = 16) в кардиохирургическом стационаре в 2015–
2016  гг. Биохимическая идентификация культур 
проводилась с  использованием микробиологи-
ческого анализатора Vitek  2 compact (BioMerieux, 
Франция) и  тест-систем «Стафи-тест» (ERBA 
Lachema, Чехия). Биологические свойства стафило-
кокков определялись классическими микробиоло-
гическими методами.

Статистическая обработка данных выпол-
нялась с  помощью программного обеспечения 
«Микроб-2». Из показателей описательной стати-
стики рассчитывали частоту (М) и  стандартную 
ошибку частоты (m, %) в  операционной системе 
Windows  2010 с  применением пакета прикладных 
программ Statistica  10.0. Оценка степени взаимо-
связи проводилась с  помощью корреляционного 
анализа Пирсона (R) с расчетом коэффициента со-
пряженности (φ) и статистической значимости (р). 
Сопряженность считается слабой при 0,2 < φ ≤ 0,5, 
средней – 0,5 < φ ≤ 0,7, сильной – 0,7 < φ ≤ 0,9, очень 
сильной – 0,9 < φ ≤ 1,0.

Результаты
При бактериологическом исследовании матери-
ала были выделены стафилококки семи видов: 
S.  аureus (n = 9), S.  epidermidis (n = 52), S.  hominis 
(n = 4), S. haemolyticus (n = 3), S. saprophyticus (n = 2), 
S. warneri (n = 2), S. capitis (n = 1). В зависимости от 
локуса выделения все изоляты были разделены на 
6 групп: на культуры, выделенные 1) из послеопе-
рационных ран грудины (стернотомный шов) и со-
судов, 2) из операционных ран средостения, сосу-
дов, ложа электрокардиостимуляторов, 3) из крови 
и плевральной жидкости, 4) из отделяемого дыха-
тельных путей пациентов, 5) из смывов с поверхно-
стей окружающей среды и 6) из слизистого отделя-
емого носа медицинского персонала.

S.  aureus выявлялся из биоматериала пациен-
тов (операционных ран ложа электрокардиости-

муляторов, крови, отделяемого дыхательных пу-
тей) и  медицинского персонала (слизистой носа). 
S. epidermidis встречался во всех исследуемых био-
топах, однако наиболее часто – в послеоперацион-
ных ранах (n = 16, 30,8 ± 6,4%) и  смывах с  поверх-
ностей (n = 11, 21,1 ± 5,7%). С  одинаковой частотой 
(13,5 ± 4,7%) S. epidermidis обнаруживали в операци-
онных ранах (n = 7), отделяемом дыхательных путей 
пациентов (n = 7) и медицинского персонала (n = 7).

Два вида коагулазонегативных стафилокок-
ков – S. hominis и S. capitis – выделялись только из 
биоматериала пациентов (операционных, после-
операционных ран грудины и плевральной жидко-
сти). Вид S.  haemolyticus обнаружен в  отделяемом 
дыхательных путей и послеоперационной ране гру-
дины пациентов, а также в смывах с поверхностей 
окружающей пациентов среды. Виды S. saprophyti-
cus и S. warneri встречались только в смывах с по-
верхностей.

Изучение биологических свойств стафилокок-
ков показало: они были типичными по морфологии 
(грамположительные кокки), каталазоположитель-
ны. Что касается биохимической активности S. epi-
dermidis (100% культур), культуры, изолированные 
из биоматериала пациентов (с 1-й по 4-ю группу), 
не разлагали маннит в  аэробных условиях, за ис-
ключением стафилококков, выделенных с объектов 
окружающей среды и  у медицинского персонала. 
Независимо от локуса выделения все исследуемые 
S. epidermidis (n = 52) гидролизовали до кислоты без 
газа мальтозу, не ферментировали глюкозу, трега-
лозу, у  них отсутствовала β-галактозидаза, кроме 
культур, выделенных из послеоперационных ран. 
Маннозу ферментировали S.  epidermidis (n = 21), 
кроме культур, изолированных из послеопераци-
онных ран, – у них не определялась β-галактозида-
за (за исключением 4 культур из этой группы). По 
отношению к  лактозе и  сахарозе биохимическая 
активность S. epidermidis была вариабельной.

Среди других коагулазонегативных стафилокок-
ков маннит разлагали S. capitis (1 культура), S. haemo-
lyticus (2 культуры из 3) и S. warneri (обе культуры). 
При этом обе культуры S. warneri ферментировали 
остальные исследуемые углеводы, и  в отличие от 
других коагулазонегативных стафилококков у  них 
не определялась β-галактозидаза и уреаза.

Способностью редуцировать метиленовую 
синь в  молоке обладали 64,7 ± 6,6% (n = 33) иссле-
дованных культур коагулазонегативных стафи-
лококков. Среди различных видов это свойство 
определялось у  48,1 ± 6,9% культур S.  epidermidis 
(n = 25), всех исследуемых культур S.  haemolyticus, 
S. warneri и S. capitis, реже S. hominis (1 из 4 культур), 
а  также у большинства S.  aureus (5  из 6  культур). 
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В зависимости от локуса выделения наиболее вы-
раженную способность редуцировать метиленовую 
синь в молоке показали культуры коагулазонегатив-
ных стафилококков, выделенные из послеопераци-
онных ран пациентов (65,0 ± 10,9%, n = 13) и смывов 
с  поверхностей окружающей среды (54,5 ± 15,7%, 
n = 10), а  также стафилококки, изолированные из 
операционных ран (2 культуры из 2).

Гемолитической активностью (чаще β-типа) 
обладали 75,0 ± 5,4%  коагулазонегативных стафи-
лококков, из них 69,2 ± 6,4%  культур S.  epidermidis 
(таблица). При этом культуры S. warneri, выделен-
ные с объектов окружающей среды, имели наибо-
лее выраженную зону просветления (β-гемолиз) на 
кровяном агаре по сравнению с  другими видами 
коагулазонегативных стафилококков, изолирован-
ных из разных локусов.

Липолитическая активность выявлялась 
у  74,2 ± 5,5%  коагулазонегативных стафилококков, 
чаще у  S.  epidermidis (72,5 ± 6,2%), S.  haemolyticus 
(у всех исследуемых культур), S. hominis (у 3 куль-
тур). Из 9 исследуемых культур S. aureus, выделен-
ных из различных биотопов, 7  обладали липоли-
тической активностью. При этом липолитическая 
активность чаще наблюдалась у  изолятов стафи-
лококков, выделенных из клинического материала 
(отделяемого дыхательных путей медицинского 
персонала (9 культур из 10), пациентов (9 культур 
из 10) и послеоперационных ран (16 культур из 20)), 
чем из объектов внешней среды.

При изучении протеолитической активности 
отметили: коагулазонегативные стафилококки 
чаще ферментировали молоко (90,9 ± 7,3%  ис-
следуемых культур) и  реже разжижали желатин 
(22,8 ± 7,0% культур) независимо от вида стафило-
кокков и локуса изоляции культур. Среди S. aureus 
также большинство культур чаще ферментировали 
молоко (8 культур из 9) и реже разжижали желатин 
(2 культуры из 8).

Обсуждение
Стафилококки  – представители нормальной ми-
крофлоры кожи, слизистых оболочек дыхательно-
го и  пищеварительного трактов, обитают в  окру-
жающей среде. Они могут вызывать тяжелые 
гнойно-септические осложнения в  хирургических 
стационарах. В литературе описан и феномен кон-
курентных взаимоотношений между S.  aureus 
и S. epidermidis. Известно, что вещества, продуци-
руемые S.  epidermidis (аутоиндукторы), блокируют 
образование токсинов у многих штаммов S. aureus, 
тогда как ферменты, синтезируемые S.  aureus, не 
ингибируют пролиферацию S. epidermidis [11].

В нашем исследовании в  кардиохирургическом 
стационаре выявлены S. aureus и 6 видов коагулазо-
негативных стафилококков, среди которых домини-
ровал S. epidermidis (81,2%). Этот вид стафилококка 
встречался во всех исследуемых экотопах, чаще в от-
деляемом послеоперационных ран (80%) и в смывах 
с объектов окружающей пациента среды (68,7%).

Вид стафилококка Наличие активности

гемолитическая липолитическая протеолитическая

ферментация молока ферментация желатины

n абс. (M ± m, %) n абс. (M ± m, %) n абс. (M ± m, %) n абс. (M ± m, %)

Коагулазонегативные 
стафилококки

S. epidermidis 52 36
(69,2 ± 6,4)

51 37
(72,5 ± 6,2)

34 32
(94,1 ± 4,04)

27 4
(14,8 ± 6,8)

S. hominis 4 4 3 3 3 3 3 2

S. haemolyticus 3 3 3 3 3 2 2 2

S. capitis 1 1 1 1 1 1 но но

S. saprophyticus 2 2 2 1 1 0 1 0

S. warneri 2 2 2 1 2 2 2 0

Всего 64 48
(75 ± 5,4)

62 46
(74,2 ± 5,5)

44 40
(90,9 ± 7,3)

35 8
(22,8 ± 7,0)

S. aureus 9 9 9 7 9 9 7 1

Ферментативная 
активность 
стафилококков, 
связанная 
с патогенностью

В скобках указаны ча-
стота (М) и стандартная 
ошибка частоты (m, %)

Но – не определяли
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Другими исследователями установлено, что 
биологические свойства стафилококков, выде-
ленных из клинического материала, могут изме-
няться в зависимости от биотопа [12]. В нашей ра-
боте мы наблюдали различия по биохимической 
активности у  стафилококков в  зависимости от 
локуса изоляции. Например, маннит не фермен-
тировали стафилококки, полученные из биома-
териала пациентов, но этим свойством обладали 
культуры, изолированные с  объектов окружаю-
щей среды (4  культуры из  16) и  у  медицинского 
персонала (5 культур из 10). Отмечались различия 
в биохимической активности среди разных видов 
коагулазонегативных стафилококков. При этом 
большую активность по отношению к углеводам 
(лактозе и сахарозе) показали культуры S. epider-
midis, выделенные из операционных, послеопера-
ционных ран (47,8 и  100%  соответственно), кро-
ви (2 культуры из 5 – к лактозе и 4 культуры из 
5 – к сахарозе) и смывов с объектов окружающей 
среды (72,7%), а также S. warneri (изолированные 
из смывов с объектов окружающей среды). 

По нашим данным, культуры S.  epidermidis 
(7 культур из 7), изолированные из операционных 
ран и из крови (4 культуры из 5), ферментируют 
сахарозу, маннозу и мальтозу, обладают уреазной 
активностью, тогда как культуры, полученные из 
послеоперационных ран, расщепляют мальтозу 
и не гидролизуют сахарозу и маннозу. При этом 
у  S.  epidermidis выявлена прямая статистически 
значимая связь между гидролизом маннозы и на-
личием уреазной активности (φ = 0,41, р = 0,0025), 
а  также обратная статистически значимая связь 
между ферментацией маннита и  сахарозы 
(φ = 0,47, р = 0,0004), маннита и редукцией метиле-
новой сини (φ = 0,43, р = 0,0015), маннозы и редук-
цией метиленовой сини (φ = 0,36, р = 0,0093).

S.  aureus считают наиболее вирулентным 
представителем рода, способным вызывать ин-
фекционные процессы любой локализации. 
В  нашем исследовании культуры S.  aureus, изо-
лированные из отделяемого дыхательных путей 
пациентов и  медицинского персонала, обладали 
выраженной биохимической, гемолитической, 
липазной и протеолитической активностями.

Различные виды стафилококков, в  том чис-
ле S.  aureus, продуцируют несколько типов ге-
молизинов, способных разрушать эритроциты 
и другие эукариотические клетки [13–15]. Самым 
активным признан α-гемолизин, который при вза-
имодействии с  цитоплазматической мембраной 
вызывает лизис клетки и  чаще обнаруживается 
у  клинических изолятов стафилококков. Другие 
виды гемолизинов менее активны, β-гемолизин 

оказывает умеренное действие на эритроциты 
[13]. В проведенном исследовании у большинства 
культур стафилококков (85,9 ± 4,6%), выделен-
ных из разных локусов, выявлен гемолиз β-типа. 
Гемолитическую активность α-типа показали 
S.  aureus, полученные из слизистой носа меди-
цинского персонала, и S. epidermidis, изолирован-
ные из объектов окружающей среды, реже – опе-
рационных, послеоперационных ран и слизистой 
носа медицинского персонала. При этом у куль-
тур S.  epidermidis установлена прямая статисти-
чески значимая связь между гемолитической 
активностью и  ферментацией маннозы (φ = 0,58, 
р = 0,0000).

Обращают на себя внимание стафилококки 
вида S.  warneri с  определенной биохимической 
активностью (разлагали маннит, рамнозу, манно-
зу) и патогенным потенциалом (ферментировали 
молоко и  не разжижали желатин), показавшие 
ярко выраженный гемолиз.

Стафилококки, обладающие протеолитиче-
ской активностью, более агрессивны и, распро-
страняясь в  организме, вызывают токсическое 
повреждение тканей [16]. В  нашей работе неза-
висимо от вида стафилококка и места выделения 
большинство исследуемых культур (92,4 ± 3,6%) 
характеризовались протеолитической активно-
стью (ферментировали молоко). Установлена пря-
мая статистически значимая связь у S. epidermidis 
между наличием β-галактозидазы и разжижени-
ем желатины (φ = 0,65, р = 0,0000), гемолитической 
активности и  ферментацией молока (φ = 0,37, 
р = 0,0065) и  разжижением желатины (φ = 0,30, 
р = 0,0281), что свидетельствует о  важном значе-
нии определенных факторов патогенности S. epi-
dermidis в развитии воспалительного процесса.

Липаза может быть потенциальным факто-
ром вирулентности микроорганизмов [17, 18]. 
Липазная активность также выявлялась у  боль-
шинства (74,6 ± 5,1%) культур стафилококков, 
чаще  – у  S.  epidermidis (72,5 ± 6,2%), выделенных 
из операционных ран (у  5  культур из  7), после-
операционных ран (75,0 ± 10,8%), отделяемого 
дыхательных путей пациентов (у 6 из 7 культур) 
и  медицинского персонала (у  6 из  7  культур). 
Выявлена прямая статистически значимая связь 
между липазной активностью (ферментация 
твина  60) и  наличием β-галактозидазы (φ = 0,40, 
р = 0,0033), липазной (ферментация твина 60) 
и  протеолитической (разжижение желатины: 
φ = 0,33, р = 0,0157) активностями, что говорит 
о сочетанном воздействии этих факторов у S. epi-
dermidis на определенном этапе инфекционного 
процесса.
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Выводы
1. Доминирующим микроорганизмом, встреча-
ющимся во всех экотопах кардиохирургического 
стационара, является S. epidermidis.
2. Биохимические свойства стафилококков и  их 
ферментативная активность, связанная с фактора-
ми патогенности, различались в зависимости от ме-
ста изоляции, что показывает их участие в развитии 
воспалительного процесса в определенном биотопе.

3. Выявленная у  S.  epidermidis cтатистически 
значимая связь между липазной активностью 
и  наличием β-галактозидазы, липазной и  про-
теолитической активностями, наличием β-га-
лактозидазы и  разжижением желатины, гемо-
литической и  протеолитической активностями 
указывает на сочетанное действие этих факто-
ров на определенном этапе инфекционного про-
цесса. 
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Phenotypic characterization of the biological properties 
of coagulase-negative staphylococci isolated in a cardiac surgery 
department 

Rationale: A  significant proportion of post-oper-
ative infectious complications in cardiovascular 
surgery is caused by Staphylococcus spp, with an 
increasing role of Staphylococcus epidermidis. Aim: 
To identify biological characteristics of coagu-
lase-negative staphylococci isolated from various 
biotopes in a cardiac surgery department, in order 
to assess their pathogenic potential. Materials 
and methods: The study was performed with 
Staphylococcus isolates (n = 73) obtained in a cardi-
ac surgery department in 2015–2016. Biochemical 
identification of the cultures was done with the 
use of Vitek 2  compact microbiological analyzer 
(BioMerieux, France) and test systems Staphytest 
(ERBA Lachema, Czech Republic). The biologi-
cal properties of staphylococci were assessed by 
classical microbiological techniques. Statistical 
analysis was done with the Microbe-2  software 
package. Results: S. aureus and 6 strains of coag-
ulase-negative staphylococci with predominance 
of S.  epidermidis were isolated in the department 
of cardiac surgery. In most cases S.  epidermidis 
was isolated from post-operative wounds (n = 16, 
30.8 ± 6.4%) and environmental swabs (n = 11, 
21.1 ± 5.7%). All S.  epidermidis studied (n = 52) hy-
drolyzed maltose with formation of the acid with-
out gas, could ferment glucose and tregalose, and 
were lacking β-galactosidase (except the cultures 
isolated from post-operative wounds). They also 
could not degrade mannitol in aerobic environ-
ment (excluding staphylococci isolated from the 

environmental objects and from the medical staff). 
S.  epidermidis displayed variable biochemical ac-
tivity towards lactose and saccharose. Hemolytic 
activity (more often of the β-type) was character-
istic for 69.2 ± 6.4%  of S.  epidermidis cultures. The 
majority of cultures (92.4 ± 3.6%) displayed proteo-
lytic activity irrespective of the type of staphylo-
cocci and the source of isolation. Lipolytic activity 
was more frequent in staphylococci isolated from 
clinical materials (airway secretions of the medical 
personnel [9/10  cultures], patients [9/10  cultures] 
and post-operative wounds [16/20 cultures]), than 
in those isolated from the environmental objects. 
There was a direct significant correlation between 
the lipase activity and the presence of β-galacto-
sidase (φ = 0.40), lipase and proteolytic activities 
(φ = 0.33), β-galactosidase and gelatin liquation 
(φ = 0,65), hemolytic and proteolytic activities 
(φ = 0.37). Conclusion: S. epidermidis was the most 
prevalent pathogen in all ecotopes of the depart-
ment of cardiac surgery. Biochemical properties 
of coagulase-negative staphylococci and their 
fermentative activity related to factors of patho-
genicity were different depending on the site of 
isolation. This illustrates their contribution in the 
development of inflammation in a given biotope.

Key words: cardiac surgery, infectious com-
plications, coagulase-negative staphylococci, 
Staphylococcus epidermidis, virulence factors
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Железозависимость биологических 
свойств Сandida albicans

Леонов В.В.1 • Миронов А.Ю.2

Актуальность. Кандидозы возникают у  имму-
нокомпрометированных лиц с дефектами гумо-
рального или клеточного звеньев иммунитета. 
Любые нарушения обмена железа способству-
ют развитию иммунодефицита и изменению ин-
фекционной чувствительности. Возможность 
изменения биологических свойств грибов 
рода Candida при нарушениях обмена желе-
за не обсуждалась. Цель  – выяснить влияние 
нарушений обмена железа на модификацию 
биологических свойств C.  albicans. Материал 
и  методы. С  помощью турбидиметрического 
метода изучалась кинетика роста референт-
ного штамма (24433 АТСС) и  клинических изо-
лятов C.  albicans в  бульоне (n = 20) в  зависимо-
сти от концентрации ионов Fe2+ и в сыворотке 
крови доноров с  разным вариантом обмена 
железа (n = 2). Определялась экспрессия гена 
адгезии (als3), генов фосфолипаз  С  (plb1, plb2, 
plс), гена аспартильной протеазы (sap1) в сыво-
ротке крови доноров с  разным содержанием 
железа. Результаты. Активность роста всех 
изученных штаммов C. albicans зависит от кон-
центрации железа в питательной среде. Расчет 
значений константы сродства к  ионам Fe2+ (Ks) 
для штаммов C.  albicans показал, что они из-
меняются от 179,5 до 1863,3 мкМ. Клинические 

изоляты отличаются большей железозави-
симостью (179,5 < Кs < 1000  мкМ) по сравне-
нию с  референтным штаммом 24433 АТСС 
(Ks = 1199,5 ± 28,3 мкМ). Оптимальная концентра-
ция железа для роста в бульоне составляет 30–
50 мкМ. Сыворотка крови с нормальным обме-
ном железа ингибирует ростовую активность 
C.  albicans и  увеличивает экспрессию всех изу-
ченных генов патогенности. Культивирование 
C.  albicans в  железодефицитной и  железона-
груженной сыворотках увеличивает скорость 
роста до 0,017 ч-1 и 0,012 ч-1 соответственно, но 
уменьшает экспрессию основных генов пато-
генности. Заключение. Биологические свой-
ства C.  albicans изменяются в  зависимости от 
состояния обмена железа организма хозяина. 
При нормальном обмене железа иммунная си-
стема подавляет развитие кандид. Избыточное 
накопление железа способствует возникнове-
нию кандидоза, при дефиците железа исход ин-
фекции будет зависеть от состояния иммунного 
статуса организма хозяина.

Ключевые слова: Candida albicans, кандидоз, 
обмен железа, биопленки, кинетика роста, фос-
фолипазы С, адгезия, аспартильные протеазы
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Грибы рода Candida входят в  состав нор-
мальной микробиоты организма человека. 
Для возникновения кандидозов нужны 
условия, при которых эти грибы начинают 

проявлять свои патогенные свойства. Факторы, 

способствующие развитию кандидозов, разде-
ляют на экзогенные и  эндогенные. Результатом 
заболевания, патогенез которого обусловлен ак-
тивацией факторов эндогенного происхождения, 
становится иммунодефицит организма хозяина 
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[1]. Нарушения обмена железа как в сторону избы-
точного его накопления, так и дефицита угнета-
ют клеточное и гуморальное звенья иммунитета, 
ведя к изменению инфекционной чувствительно-
сти организма хозяина [2, 3]. Опубликовано не-
мало работ, посвященных биологии грибов рода 
Candida и  кандидозам [1]. Возможность измене-
ния биологических свойств грибов рода Candida 
при нарушениях обмена железа не обсуждалась. 
Цель нашей работы – выяснить влияние наруше-
ний обмена железа на изменение биологических 
свойств C. albicans.

Материал и методы
Изучены биологические свойства 20  штам-
мов C.  albicans, выделенных из фекалий, кро-
ви, влагалища, мокроты, раневого отделяемо-
го больных Окружной клинической больницы 
г.  Ханты-Мансийска. В  качестве референтного 
использовали штамм C. albicans 24433 АТСС. Для 
всех штаммов изучалась кинетика роста в  бу-
льоне и  сыворотке крови. Определение росто-
вой активности грибов осуществлялось посе-
вом в  физиологическом растворе микробной 
взвеси, стандартизированной до 3 МсF в бульон 
Сабуро с  разным содержанием железа и  сыво-
ротку доноров с  разными вариантами обмена 
железа. Посевы выращивали с помощью прибора 
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific) при 37 °С, 
позволяющего контролировать турбидиметри-
ческим методом рост микроорганизмов в  авто-
матическом режиме (λ = 540 нм). Скорость экспо-
ненциального роста (ч-1) определяли по тангенсу 
угла наклона касательной к  начальному участку 
кривой роста, построенной в  полулогарифми-
ческих координатах. Для характеристики желе-
зозависимости штаммов рассчитаны константы 
сродства С. albicans к железу – Кs (мкМ). Значения 
Кs позволяют судить о степени железозависимо-
сти штамма [2, 4]: чем оно меньше, тем больше 
сродство С. albicans к железу, и наоборот.

Сыворотку крови получали общепринятыми 
методами. Для экспериментов по изучению ки-
нетики роста использовали сыворотку доноров 
с нормальным обменом железа, железодефицитной 
анемией, а также избытком железа, который созда-
вался искусственно путем добавления стерильно-
го раствора цитрата железа. Контроль параметров 
обмена железа (содержание гемоглобина  – Hb, 
ферритина, сывороточного железа  – [Fe2+]сыв., об-
щая железосвязывающая способность сыворот-
ки – ОЖСС) осуществляли на автоматическом био-
химическом анализаторе Beckman Coulter AU480 
(США) и феррозиновым способом с применением 

набора IRON (ChronolabAG, Швейцария). Для под-
тверждения истинной железодефицитной анемии, 
согласно рекомендациям Всемирной организации 
здравоохранения, использовали следующие пока-
затели: [Fe2+]сыв. < 10 мкМ и ОЖСС > 70 мкМ на фоне 
снижения уровней ферритина и  Hb. Содержание 
[Fe2+]сыв. от  10 до  25  мкМ принимали за норму, 
[Fe2+]сыв. ≥ 50 мкМ считали избыточным.

Изучение экспрессии генов патогенности в  за-
висимости от концентрации сывороточного же-
леза проводилось в  сыворотке здоровых доно-
ров, в  которую добавляли цитрат железа (II) до 
[Fe2+]сыв. ≥ 50  мкМ (моделирование избытка) и  хе-
латора железа – феррозина (моделирование дефи-
цита железа). Данный эксперимент позволил ниве-
лировать влияние прочих условий на экспрессию 
генов. Для изучения экспрессии генов факторов 
патогенности C.  albicans выбраны: ген als3  – фак-
тор адгезии; гены фосфолипаз С  plb1, plb2, plс, 
ген аспартильной протеазы sap1. Считается, что 
этим факторам принадлежит главная роль в  па-
тогенезе кандидозов разной локализации [5, 6]. 
В  качестве гена «домашнего хозяйства» использо-
ван ген изоцитратлиазы – icl. Праймеры и наборы 
для обратной транскрипции произведены ЗАО 
Евроген (Россия). Для проведения полимеразной 
цепной реакции использован термоциклер CFX 96 
(Bio-Rad, США). Данные проанализированы ∆Ct-
методом с  применением референт-гена, который 
используется для относительной количественной 
оценки экспрессии генов [7]. Уровень экспрессии 
генов выражался в условных единицах. Структура 
праймеров и  условия полимеразной цепной реак-
ции описаны в работах [8–10].

Все исследования проведены в  соответствии 
с  принципами надлежащей клинической и  лабо-
раторной практики (Good Clinical Practice  – GCP, 
Good Laboratory Practice – GLP), одобрены на засе-
дании локального этического комитета БУ «Ханты-
Мансийская государственная медицинская акаде-
мия» (рег. номер 106 от 11.05.2016).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программы Microsoft Office 
Excel 2003. Рассчитывали средние арифметические 
значения (М) и доверительные интервалы (δ). Для 
расчета границ доверительного интервала исполь-
зовали t-критерий при доверительной вероятности 
p = 0,95 и  числе степеней свободы f = 2 (кинетика 
роста) и 4 (экспрессия генов).

Результаты и обсуждение
Для всех штаммов С. albicans зависимость удель-
ной скорости роста от [Fe2+] в  питательной сре-
де описывалась кривой с  экстремумом (рис. 1). 
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Рост эталонного штамма С. albicans АТСС 24433, 
в  отличие от клинических изолятов, мало зави-
сел от [Fe2+], скорость роста изменялась от  0,65 
до 0,67 ч-1. Для штамма 273 (кровь) кривая зави-
симости скорости роста от концентрации железа 
была наиболее выражена, наименьшая скорость 
роста 0,62 ч-1 наблюдалась при отсутствии железа 
в среде, увеличение [Fe2+] до 50 мкМ вело к возрас-
танию скорости роста до максимального значе-
ния – 0,75 ч-1. Ингибирование роста этого штамма 
при [Fe2+] = 60 мкМ происходило сильнее, чем для 
других. Можно предположить, что штамм 273 бо-
лее железозависим. Оптимальная [Fe2+] для роста 
всех исследованных штаммов С. albicans состав-
ляла 30–50  мкМ, увеличение концентрации до 
60 мкМ вело к ингибированию роста.

Расчет значений Кs к  ионам Fe2+ для штам-
мов C.  albicans показал, что они изменяются от 
179,5 мкМ для штамма 273 до 1863,3 мкМ для штам-
ма 192 (влагалище). В соответствии со значениями 
Кs все штаммы C. albicans разделены на две группы:
• Кs < 1000 мкМ – сильно железозависимые;
• Кs ≥ 1000 мкМ – слабо железозависимые.

Из 20  исследованных штаммов С.  albicans все 
штаммы, выделенные от пациентов, за исключе-
нием 192,  отнесены к  группе сильно железозави-
симых. Сравнение значений Ks с  аналогичными 
показателями для бактерий (Ks = 3–211  мкМ) [4] 
позволяет сделать заключение, что C. albicans – ми-
кроорганизм, менее зависимый от содержания же-
леза в среде культивирования.

Для приближения эксперимента к  условиям 
in vivo на следующем этапе исследования изучалась 
кинетика роста и экспрессия специфических фак-
торов патогенности С. albicans в сыворотках крови 

здоровых доноров и доноров с нарушениями обме-
на железа.

Рост С. albicans 24433 АТСС в сыворотке с нор-
мальным обменом железа не наблюдался в течение 
всего периода культивирования (рис. 2). Скорость 
роста С. albicans 24433 АТСС в железодефицитной 
сыворотке составляла 0,017 ч-1 и была незначитель-
но выше скорости роста в  сыворотке с  избыточ-
ным содержанием железа 0,012 ч-1. Несмотря на это, 
кривая роста кандид в  железонагруженной сыво-
ротке быстрее достигала стационарной фазы роста 

Экспрессия генов патогенности C. albicans 24433 АТСС в сыворотке крови в зависимости от содержания железа

Ген [Fe2+]сыв., мкМ

0* 18,3 ± 0,01** 50,5 ± 0,01***

als3 2,8 ± 0,2 558,1 ± 2,8 193,0 ± 3,3

plс 0,9 ± 0,3 19,6 ± 1,2 17,2 ± 2,5

plb1 0,6 ± 0,3 0,9 ± 0,6 1,9 ± 0,8

plb2 3,9 ± 0,5 649,7 ± 0,3 82,8 ± 0,2

sap1 5,1 ± 1,6 1710,2 ± 25,6 385,9 ± 54,5

Данные представлены в виде среднего арифметического значения (М) и 95% доверительного интервала (δ)
    *  сыворотка с хелатором железа
  **  сыворотка с нормальным содержанием железа
***  сыворотка с цитратом железа (II)

Рис. 1. Зависимость удельной скорости роста для штаммов C. albicans от [Fe2+] 
в питательной среде; µ – удельная скорость роста штамма, ч-1; [Fe2+] – концентрация ионов 
Fe2+ в питательной среде, мкМ
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и урожай культуры в железонагруженной сыворот-
ке был выше, чем в сыворотке с дефицитом железа. 
Продолжительность лаг-фазы составляла 2,5–3  ч. 
Максимальная плотность популяции достигалась 
через 25–30  ч культивирования для С.  albicans 
24433 АТСС. Результаты принципиально не изме-
нялись при использовании клинических изолятов 
С. albicans и замене донора крови.

Изучена экспрессия наиболее важных факторов 
патогенности C. albicans в сыворотке в зависимости 
от варианта обмена железа (таблица). В железоде-
фицитных условиях значения экспрессии факторов 
патогенности C. albicans очень низки. Таким обра-
зом, экспрессия этих генов в  железодефицитной 
сыворотке практически не происходит. Сыворотка 
с  нормальным содержанием железа (18,3  мкМ) 
инициировала экспрессию генов als3, plb2, plc, sap1, 
изменение экспрессии гена фосфолипазы С  plb1 
не достоверно. Наибольшая зависимость от кон-
центрации железа наблюдалась для генов als3, plb2, 
sap1, их экспрессия при увеличении концентрации 

сывороточного железа возрастала в  199, 167, 
335 раз соответственно. Наименьшая железозави-
симость экспрессии наблюдалась для гена plc, его 
экспрессия в  указанных условиях увеличивалась 
лишь в 22 раза. Аналогичные тенденции выявлены 
при использовании вместо референтного штамма 
24433 клинического изолята 9583 (кровь).

Несмотря на стимуляцию экспрессии факто-
ров патогенности сывороткой с  нормальным об-
меном железа, рост кандид подавляется эффек-
торными механизмами врожденного иммунитета. 
Нарушения обмена железа в  сторону избыточно-
го накопления стимулируют активность роста 
C.  albicans и  экспрессию ведущих генов патоген-
ности. При дефиците сывороточного железа пода-
вляется экспрессия всех изученных генов патоген-
ности при одновременной стимуляции активности 
роста. Полученные результаты позволяют выска-
зать предположение об инфектологических меха-
низмах возникновения кандидозной инфекции на 
фоне нарушений обмена железа. При нормальном 
обмене железа гуморальные и клеточные механиз-
мы врожденного иммунитета подавляют развитие 
кандидоза. Избыточное накопление железа способ-
ствует возникновению кандидоза, при дефиците 
железа исход инфекции будет зависеть от активно-
сти механизмов врожденного иммунитета.

Заключение
Биологические свойства C.  albicans изменяются 
в  зависимости от обмена железа организма хо-
зяина. Оптимальная концентрация железа для 
роста в  бульоне составляет 30–50  мкМ. Клини-
ческие изоляты отличаются большей железозави-
симостью по сравнению с референтным штаммом 
24433 АТСС. Сывороточное железо регулирует экс-
прессию генов патогенности als3, sap1, plb1, plb2, plc, 
кодирующих наиболее важные факторы адгезии 
и  инвазии C.  albicans; максимальная экспрессия 
данных генов наблюдается при [Fe2+]сыв., соответ-
ствующей физиологической норме, и уменьшается 
при избытке и дефиците [Fe2+]сыв. 
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Рис. 2. Кривые роста С. albicans 24433 АТСС в сыворотке крови доноров с разным 
содержанием железа
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Iron-dependency of biological properties  
of Candida albicans

Background: Candidal infections occur in individ-
uals with humoral or cell immunity deficiency. Any 
disorders of iron metabolism promote immune 
deficiency and abnormal sensitivity to infections. 
Potential modification of biological properties of 
Candida spp. in disorders of iron metabolism has 
not been discussed. Aim: To clarify the effects of 
iron metabolism disorders on the modification 
of biological properties of C.  albicans. Materials 
and methods: Growth kinetics of reference strain 
(24433 АТСС) and clinical isolates of C.  albicans 
(n = 20) depending on the concentration of Fe2+ 
ions in the broth and serum of blood donors with 
various types of iron metabolism (n = 2) was studied 
by turbidimetry. We also assessed the expression of 
the adhesion gen (als3), hemolytic phospholipase C 
genes (plb1, plb2, plс) and aspartic protease gene 
(sap1) in serum of donors with various iron levels. 
Results: Growth parameters of all C. albicans strains 
studied depends on the iron levels in the medi-
um. The calculated constant of affinity to Fe2+ (Ks) 
for C. albicans strains was in the range from 179.5 
to 1863.3 μM. Clinical isolates are more iron-de-
pendent (179.5 < Ks < 1000 μM), compared to the 

reference strain ATCC 24433 (Ks = 1199.5 ± 28.3 μM). 
The optimal concentration of iron for the growth in 
the broth is 30 to 50 μM. The serum from individuals 
with normal iron metabolism inhibits the growth 
activity of C. albicans and is associated with overex-
pression of all virulence genes studied. Incubation 
of C.  albicans with iron-deficient and iron-loaded 
sera results in an increase in the growth rate up to 
0.017 h-1 and 0.012 h-1, respectively, but is associ-
ated with a  reduction in expression of the major 
virulence genes. Conclusion: Biological properties 
of C. albicans are modified depending on the iron 
metabolism of the host. In those with normal iron 
metabolism, immune system suppresses Candida 
growth. Excess iron levels may promote candidiasis, 
whereas in iron deficient states the outcome of in-
fection depends on the immune status of the host.

Key words: Candida albicans, candidiasis, iron 
metabolism, biofilm, growth kinetics, phospholi-
pases C, adhesion, aspartic proteases
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Антибиотикорезистентность культур Enterococcus spp., 
выделенных от промышленной птицы в 2013–2016 гг. 
в хозяйствах Российской Федерации, и детекция  
у них генов резистентности к ванкомицину
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Актуальность. Энтерококки – ведущая причи-
на ряда внутрибольничных и  внебольничных 
заболеваний человека. В  последнее десятиле-
тие эти патогены приобретают устойчивость 
к  антибактериальным препаратам, в  том числе 
к  ванкомицину. Энтерококки с  множественной 
лекарственной устойчивостью выделяются 
также от сельскохозяйственных животных во 
многих странах мира, что вызывает насторо-
женность ученых из-за возможного горизон-
тального переноса генетических детерминант 
резистентности. Цель  – определить чувстви-
тельность к  антибактериальным препаратам 
изолятов Enterococcus spp., выделенных от про-
мышленной птицы в  Российской Федерации 
в  2013–2016  гг., детектировать в  их геномах 
гены устойчивости к  ванкомицину. Материал 
и  методы. Восемьдесят семь изолятов энте-
рококков, принадлежащих к  E.  faecalis (n = 47, 
54%), E.  faecium (n = 25, 28,7%) и  другим видам 

(n = 15, 17,2%), выделены из клинических об-
разцов 297  голов промышленной птицы (пе-
чень, легкие, сердце, селезенка, содержимое 
пазух носовых синусов) из 17  птицеводческих 
хозяйств Северо-Западного, Центрального, 
Приволжского, Уральского и  Южного феде-
ральных округов Российской Федерации. 
Чувствительность энтерококков к антимикроб-
ным препаратам определяли диско-диффузи-
онным методом и  методом микроразведений 
в  бульоне. Гены устойчивости к  ванкомицину 
(van) выявляли методом полимеразной цеп-
ной реакции со специфичными праймерами. 
Результаты. Большинство изолятов энтерокок-
ков были устойчивы к  эритромицину (74  из 87, 
85,1%), гентамицину (70 из 87, 80,5%), цефтриак-
сону (61 из 87, 70,1%), ципрофлоксацину (56 из 87, 
64,4%), тетрациклину (57 из 87, 65,5%) и рифам-
пицину (48 из 87, 55,2%), а также к триметоприму 
(38 из 87, 43,7%), ампициллину (28 из 87, 32,2%), 

линезолиду (15  из 87, 17,2%) и  хлорамфениколу 
(5 из 87, 5,7%). У 10 изолятов были обнаружены 
гены типа vanC (vanC1 и vanC2/3). Минимальные 
подавляющие концентрации ванкомицина для 
этих изолятов составили 2–8 мг/л. Выделение 
от птицы и  идентификация изолята E.  faecium 
с  геном vanC1, по всей вероятности, является 
первым в  мировой практике. Заключение. 
Промышленная птица птицефабрик Российской 
Федерации – важный резервуар и источник ан-
тибиотикорезистентных популяций энтерокок-
ков, в том числе энтерококков с генами ванко-
мицинрезистентности vanC1 и vanC2/3.

Ключевые слова: промышленная птица, энте-
рококки, E. faecalis, E. faecium, антибиотикорези-
стентность, ванкомицинрезистентность, vanC1, 
vanC2/3

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-138-146

Род Enterococcus включает в  себя более 
20  видов, среди которых имеются гене-
тические линии, способные вызывать 
у  человека и  сельскохозяйственных жи-

вотных различные патологические процессы. 
Энтерококки  – ведущая причина ряда внутри-
больничных и  внебольничных заболеваний, та-
ких как инфекции мочевыводящих и желчевыво-
дящих путей, простатит, бактериемия и  сепсис, 
эндокардит, абсцессы брюшной полости, малого 
таза. При этом в 70–80% случаев этиологическим 
фактором заболевания у  человека становятся 
виды E.  faecalis и E.  faecium, значительно реже – 
E.  hirae, E.  gallinarum, E.  casseliflavus, E.  durans 
и  E.  cecorum [1, 2]. У  промышленной птицы 

энтерококки тех же видов являются причиной 
бактериемии, сепсиса, эндокардита, артритов, ас-
цита и других заболеваний [3].

В последнее десятилетие серьезную озабо-
ченность у  специалистов вызывают распростра-
нившиеся среди промышленной птицы многих 
стран популяции энтерококков с множественной 
лекарственной устойчивостью и  различными 
наборами факторов вирулентности, представ-
ляющие определенную опасность для человека 
[4–7]. Распространение таких штаммов ученые 
объясняют высокой устойчивостью энтерокок-
ков к вредным факторам внешней среды, интен-
сивным использованием антибиотиков в  птице-
водстве и  способностью энтерококков активно 
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обмениваться генетической информацией как 
между разными видами рода, так и с гетерологич-
ными микроорганизмами [2, 8–10].

Важным с научной и практической точек зре-
ния представляется вопрос распространения 
среди птичьих энтерококков устойчивости к ван-
комицину. Этот антибиотик относится к  группе 
резервных, используется для лечения стафило-
кокковых, энтерококковых и  других инфекций. 
Ванкомицинрезистентные энтерококки впервые 
были выделены в  Великобритании и  Франции 
в 1980-х гг. [11, 12]. За последние 20 лет они призна-
ны значимыми нозокомиальными патогенами. 
Для инфекций, обусловленных ванкомицинре-
зистентными энтерококками, характерны бы-
строе распространение и  сравнительно высокие 
уровни заболеваемости и  смертности среди ин-
фицированных пациентов. Одна из причин вы-
сокой смертности – существенные ограничения, 
связанные с выбором эффективных этиотропных 
средств лечения для борьбы с  указанными воз-
будителями [13]. Доля ванкомицинрезистентных 
среди всех выделяемых штаммов энтерокок-
ков наиболее высока в  отделениях реанимации 
и интенсивной терапии. В США этот показатель 
составляет более 28,5%, в европейских странах – 
2–3%  [14]. В  Российской Федерации в  последние 
годы данный показатель оценивается в 7–20% [15]. 
Увеличение числа инфекций, обусловленных 
ванкомицинрезистентными энтерококками, 
в  США объясняется широким использованием 
ванкомицина в  медицине [16], тогда как в  стра-
нах Европы  – использованием гликопептидного 
антибиотика авопарцина в  сельском хозяйстве 
[17]. В Российской Федерации появлению энтеро-
кокков, устойчивых к  ванкомицину, по всей ве-
роятности, способствовали и использование гли-
копептидов в  сельском хозяйстве, в  частности, 
бацитрацина, и  применение ванкомицина в  ме-
дицине. К сожалению, производство и использо-
вание бацитрацина в  сельском хозяйстве нашей 
страны до сих пор не запрещено. Важно заметить, 
что спустя некоторое время после обнаружения 
ванкомицинрезистентных Enterococcus  spp. от 
больных стали выделять штаммы Staphylococcus 
aureus, устойчивые к ванкомицину. Этот феномен 
рассматривается исследователями как результат 
горизонтальной передачи генов резистентности 
к  ванкомицину от энтерококков к  золотистым 
стафилококкам [18].

Описано девять фенотипов ванкомицин-
резистентности у  энтерококков: VanA, VanB, 
VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM и  VanN. 
Среди них наиболее распространен VanA  – тип, 

обеспечивающий высокий уровень устойчиво-
сти к  ванкомицину и  тейкопланину. Фенотип 
устойчивости VanA наиболее часто ассоцииро-
ван с  E.  faecium. Сельскохозяйственные живот-
ные, особенно промышленная птица, могут быть 
резервуаром ванкомицинрезистентных энтеро-
кокков и  играть существенную роль в  распро-
странении и передаче их человеку. Об этом сви-
детельcтвуют исследования, проведенные в ряде 
стран [19–21]. Вместе с тем в последние годы поя-
вились публикации, в которых показано, что ван-
комицинрезистентные энтерококки, выделенные 
от животных и  человека, не являются идентич-
ными, а  демонстрируют специфичность в  зави-
симости от вида макроорганизма-хозяина [5, 22].

Российская Федерация  – один из ведущих 
в  мире производителей бройлерной птицы. 
Потребление куриного мяса в  стране в  2015  г. 
составляло 18  кг на человека, что соответству-
ет трети объема необходимых человеку мясных 
продуктов. Учитывая постоянное присутствие 
энтерококков в  кишечнике птицы, а  также ин-
тенсивное использование в  птицеводстве ан-
тимикробных препаратов для профилактики 
и лечения бактериальных инфекций, существует 
реальная опасность передачи человеку «птичьих» 
энтерококков, носителей генов антибиотикоре-
зистентности и  вирулентности. Передача может 
происходить при контакте с  инфицированной 
птицей, мясной и  яичной продукцией, при упо-
треблении неправильно приготовленных про-
дуктов. Однако, несмотря на важность и практи-
ческую значимость проблемы распространения 
антибиотикорезистентных популяций микро-
организмов на птицефабриках нашей страны, 
мы имеем недостаточно объективных данных 
о  «птичьих» энтерококках как возможном ре-
зервуаре и  источнике генов антибиотикорези-
стентности для патогенов человека, в  том числе 
генов ванкомицинрезистентности. Отсутствуют 
данные о  видовом составе Enterococcus  spp., 
циркулирующих в  птицеводческих хозяйствах, 
и роли отдельных видов в распространении генов 
устойчивости к антимикробным препаратам.

Цель настоящей работы  – изучить распро-
странение антибиотикорезистентности среди 
изолятов Enterococcus  spp., выделенных от про-
мышленной птицы в  Российской Федерации 
в 2013–2016 гг., и поиск в их геномах генов устой-
чивости к ванкомицину.

Материал и методы 
Бактериальные изоляты . Мы изучили 87 изоля-
тов Enterococcus  spp., выделенных в 2013–2016 гг. 
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при исследовании 297  образцов клиническо-
го материала от промышленной птицы (пе-
чень, легкие, сердце, селезенка, содержимое 
пазух носовых синусов) из 17  птицеводческих 
хозяйств Северо-Западного, Центрального, 
Приволжского, Уральского и Южного федераль-
ных округов Российской Федерации. Выделение 
энтерококков осуществляли на питательных сре-
дах  – энтерококкагаре (Оболенск, Россия), ме-
нингоагаре (Himedia, Индия) с  5%  бараньей де-
фибринированной крови для питательных сред 
(ЗАО «ЭКОлаб», Россия) и  на шоколадном агаре 
(Оболенск, Россия), содержащем 5–10% бараньей 
дефибринированной крови. Культивировали по-
севы при температуре 37 °С в течение 24–48 ч.

Видовую идентификацию бактерий осу-
ществляли с помощью тест-систем API 20 STREP 
(BioMerieux, Inc., Франция), Enterococcus-test 
(PLIVA-Lachema Diagnostika, Чехия) и программ-
но-аппаратного комплекса MALDI-TOF Biotyper 
(Bruker Daltonics GmbH, Германия).

Чувствительность изолятов к  антибактери-
альным препаратам  – к  ампициллину (10  мкг), 
гентамицину (10  мкг), эритромицину (15  мкг), 
рифампицину (5  мкг), цефтриаксону (30  мкг), 
линезолиду (30  мкг), хлорамфениколу (30  мкг), 
триметоприму (25  мкг), тетрациклину (30  мкг), 
ципрофлоксацину (5 мкг), ванкомицину (30 мкг) – 
определяли диско-диффузионным методом, ис-
пользуя диски (Bioanalisе, Турция). При постанов-
ке диско-диффузионного метода использовали 
питательный агар Мюллера – Хинтона (Himedia, 
Индия), для определения минимальной пода-
вляющей концентрации (МПК) ванкомицина 
в  отношении изолятов с  ванкомицинрезистент-
ным фенотипом применяли метод серийных ми-
кроразведений в  жидком питательном бульоне 
Мюллера – Хинтона (Himedia, Индия). В качестве 
препаратов ванкомицина использовали субстан-
ции данного антибиотика (ОАО «Красфарма», 
Россия; Teva, Венгрия). Одновременно МПК ван-
комицина для изолятов определяли на приборе 
Vitek Compact (BioMerieux, Франция). В качестве 
контрольных штаммов, чувствительных к  ван-
комицину, использовали E.  faecalis ATCC29212 
и  E.  faecalis ATCC49532, а  в качестве ванкоми-
цинрезистентных контрольных штаммов  – па-
нель ATCC Vancomycin Resistant Enterocci (VRE) 
Panel, ATCC®MP-1. Интерпретацию результатов 
проводили в  соответствии с  МУК 4.2. 18-90-04 
«Определение чувствительности микроорганиз-
мов к  антибиотикам» (http://www.antibiotic.ru/
cmac/pdf/6_4_306.pdf) и  с клиническими реко-
мендациями Межрегиональной ассоциации по 

клинической микробиологии и  антимикробной 
химиотерапии «Определение чувствительности 
микроорганизмов к  антимикробным препара-
там», Версия-2015-02 (http://www.antibiotic.ru/
minzdrav/files/docs/clrec-dsma2015.pdf).

Детекцию генетических детерминант устой-
чивости к  ванкомицину осуществляли методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с  помо-
щью специфических праймеров на гены vanA, 
vanB, vanС1 и  vanС2/3 [23]. Реакцию проводили 
в термоциклере Applied Biosystem 2700 (GeneAmp 
PCR System 2700) в  25  мкл реакционной смеси, 
содержащей 50 пмоль каждого праймера, 500 мM 
каждого трифосфата (dATP, dCTP, dGTP и dTTP) 
и 2 ед. Taq ДНК-полимеразы в сульфатном буфере 
для ПЦР (Fermentas, Литва). Режим амплифика-
ции: предварительная денатурация 5 минут при 
94  °C; 30  циклов, включающих в  себя денатура-
цию при 94 °C – 1 минута, отжиг праймеров при 
54 °C – 1 минута и элонгацию при 72 °C – 1 ми-
нута; завершающая элонгация при 72 °C – 10 ми-
нут, хранение при температуре 10  °C. Продукты 
ПЦР анализировали электрофорезом в 1,5% ага-
розном геле с  последующим окрашиванием 
бромистым этидием. В  качестве тест-штаммов 
на наличие генов van использовали штаммы па-
нели ванкомицинрезистентных энтерококков 
ATCC Vancomycin Resistant Enterococci (VRE) 
Panel, ATCC® MP-1. В  международной базе дан-
ных GenBank размещены нуклеотидные после-
довательности генов vanC1 (GenBank KY652165, 
KY652167, KY652169, KY658720) и  vanC2/3 
(GenBank KY658721).

Результаты и обсуждение
В течение 2013–2016  гг. при микробиологическом 
анализе клинических образцов от 297  голов про-
мышленной птицы, полученных из 17  птице-
фабрик пяти федеральных округов Российской 
Федерации, нами было выделено 87 изолятов энте-
рококков. При идентификации выделенных изоля-
тов Enterococcus spp. установлено, что подавляющая 
часть из них принадлежит двум видам: E.  faecalis 
(47, 54%) и E. faecium (25, 28,7%); остальные изоля-
ты (15, 17,2%) представлены видами E.  gallinarum, 
E. casseiflavus, E. durans, E. hirae, E. avium, E. uberis 
и E. italicus (табл. 1). Преимущественное выделение 
E.  faecalis в  нашем исследовании совпадает с  опу-
бликованными ранее данными P. Poeta и соавт. из 
Португалии [24], но не согласуется с результатами 
S.A. Ali и соавт. [6] и J. Champagne и соавт. [25], ко-
торые сообщали об E. faecium как о самом распро-
страненном виде энтерококков, выделяемом от 
птицы в Канаде и Пакистане. 
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Оценка чувствительности 87  изолятов энте-
рококков к антимикробным препаратам показа-
ла: подавляющее большинство были устойчивы 
к  эритромицину, гентамицину, цефтриаксону, 
ципрофлоксацину, тетрациклину и  рифампици-
ну. Общее количество изолятов, резистентных 
и с промежуточной устойчивостью к каждому из 
перечисленных выше антибиотиков, составляет 
более 80%. Меньшая доля изолятов энтерококков 
была устойчива к  триметоприму и  к ампицил-
лину. Наименьшее количество изолятов были 
резистентны к  линезолиду и  хлорамфениколу 
(см. табл. 1). Обнаружено 3 изолята, резистентных 
к ванкомицину, и 11 изолятов с МПК ванкомици-
на 2–4 мг/л (табл. 1, 2). При анализе полученных 
результатов обращает на себя внимание не толь-
ко исключительно высокий процент изолятов, 
устойчивых к  шести функциональным классам 
антимикробных препаратов, широко исполь-
зуемым в  практике медицины и  ветеринарии 
(макролидам, аминогликозидам, цефалоспори-
нам, фторхинолонам, тетрациклинам и  рифа-
мицинам), но и  сравнительно большой процент 
устойчивых изолятов к  ампициллину и  линезо-
лиду  – препаратам, используемым для лечения 
энтерококковой инфекции. Особую тревогу вы-
зывает появление энтерококков, резистентных 
к  линезолиду, представителю группы оксазоли-
динонов, активному в  отношении многих грам-
положительных аэробов и  анаэробов, включая 

метициллинрезистентные Staphylococcus aureus 
(MRSA), метициллинрезистентные Staphylococcus 
epidermidis (MRSE) и  ванкомицинрезистентные 
энтерококки [26]. Следует заметить, что сообще-
ния об использовании оксазолидинонов в птице-
водстве нашей страны отсутствуют.

Полученные нами данные по распростране-
нию антибиотикорезистентных энтерококков 
близки к  соответствующим показателям доли 
резистентных энтерококков, выделенных от про-
мышленной птицы в других странах [5, 6, 22, 24]. 
Столь высокий процент выделения в  последнее 
десятилетие от птицы антибиотикорезистент-
ных энтерококков стал основанием для исследо-
вателей высказать опасение, что Enterococcus spp. 
становятся важным фактором для приобретения 
человеком и  распространения среди населения 
устойчивых к  антибиотикам популяций патоге-
нов [7, 27].

Большой интерес для науки и практики име-
ют также сведения о  распространении среди 
промышленной птицы клонов энтерококков, 
резистентных к  ванкомицину, препарату выбо-
ра для лечения инфекций, вызываемых MRSA, 
MRSE, а  также энтерококками, резистентными 
к  ампициллину и  аминогликозидам [26]. В  на-
шей работе из 87 изолятов 14 (16,1%) проявляли 
устойчивость и «промежуточную устойчивость» 
к  ванкомицину: 9  из них принадлежали к  виду 
E.  faecalis, 3  – к  E. casseiflavus, 1  – к  E.  faecium, 

Таблица 1. Количество изолятов Enterococcus spp. с разными уровнями чувствительности к антимикробным препаратам

Антимикробный 
препарат

E. faecalis 
(n = 47)

E. faecium 
(n = 25)

E. gallinarum 
(n = 7)

E. casseiflavus 
(n = 3)

Другие виды 
Enterococcus spp.* 
(n = 5)

Итого 
(n = 87)

R I S R I S R I S R I S R I S R I S

Ампициллин 12 0 35 11 0 14 3 0 4 0 0 3 2 0 3 28 0 59

Гентамицин 40 5 2 18 4 3 7 0 0 2 1 0 3 1 1 70 11 6

Эритромицин 41 2 4 20 4 1 7 0 0 3 0 0 3 1 1 74 7 6

Рифампицин 27 9 11 15 6 4 4 1 2 0 0 3 2 2 1 48 18 21

Цефтриаксон 35 8 4 17 6 2 5 2 0 1 2 0 3 1 1 61 19 7

Линезолид 10 15 22 3 4 18 1 0 6 0 0 3 1 2 2 15 21 51

Хлорамфеникол 2 6 39 2 1 22 0 2 5 0 0 3 1 1 3 5 10 72

Триметоприм 20 0 27 10 0 15 5 0 2 0 0 3 3 0 2 38 0 49

Тетрациклин 32 0 15 14 0 11 6 0 1 2 0 1 3 0 2 57 0 30

Ципрофлоксацин 25 17 5 20 3 2 6 1 0 1 2 0 4 1 0 56 24 7

Ванкомицин 2 7 42 0 1 24 1 0 6 0 3 0 0 0 5 3 11 73

R – резистентность, I – промежуточный уровень устойчивости, S – чувствительность
* E. durans, E. hirae, E. avium, E. italicus, E. uberis
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1 – к E. gallinarum, то есть 10 из 14 изолятов от-
носились к двум видам – E. faecalis и E. faecium, 
которые, как известно, являются доминиру-
ющими среди нозокомиальных ванкомицин-
резистентных энтерококков, выделяемых от 
людей [6, 10]. Методом ПЦР-детекции в  10 из 
14  изолятов ванкомицинрезистентных энте-
рококков были обнаружены гены vanС-типа: 
у 3 изолятов E. faecalis гены vanC1, у 2 – vanC2/3; 
у  изолятов E.  faecium и  E.  gallinarum детекти-
рованы гены vanC1; 3  изолята E.  casseiflavus 
имели гены vanC2/3. Принадлежность каждо-
го из детектированных генов vanC1 и  vanC2/3 
подтверждена их секвенированием, пять из 
них депонированы в  международную базу дан-
ных GenBank (KY652165, KY652167, KY652169, 
KY658720, KY658721). У  четырех изолятов ван-
комицинрезистентных энтерококков van-гены 
детектировать не удалось. По всей вероятности, 

их ванкомицинрезистентность контролируется 
другими детерминантами, выявление которых, 
безусловно, представляет научный интерес.

Полученные нами данные по обнару-
жению vanC-генов у  изолятов E.  gallinarum 
и  E.  casseiflavus не являются чем-то необыч-
ным, поскольку именно эти виды считаются 
природными носителями и  источниками ге-
нов vanC для других микроорганизмов [28]. 
Об этом свидетельствует также то, что до не-
давнего времени обнаружение генов vanC1 
у  энтерококков исследователи использовали 
для идентификации вида E.  gallinarum [29]. 
Обнаружение же vanC-генов у  видов E.  faecalis 
и  E.  faecium следует рассматривать как резуль-
тат горизонтального обмена генами vanC между 
различными энтерококками. Полученные нами 
данные согласуются с результатами работ, в ко-
торых также продемонстрировано присутствие 

Таблица 2. Минимальная подавляющая концентрация ванкомицина для изолятов Enterococcus spp. с генами ванкомицинрезистентности и контрольных 
штаммов

Изолят Дата выделения Источник Регион Гены van МПК, мг/л Интерпретация

E. casseiflavus 153 август 2015 1-суточный цыпленок СО vanС1 2 I

E. casseiflavus 161 январь 2016 внутренние органы 
птицы

РД vanС2/3 2 I

E. casseiflavus 188 июнь 2016 глаз крупного 
рогатого скота

БО vanС2/3 2 I

E. faecalis 19 июль 2014 внутренние органы 
цыпленка

БО vanС1 8 R

E. faecalis 24 июль 2015 комбикорм БО vanС2/3 2 I

E. faecalis 59 апрель 2016 внутренние органы 
птицы

ЛО vanС1 8 R

E. faecalis 97 март 2016 1-суточный цыпленок ТО vanС1 4 I

E. faecalis 99 ноябрь 2016 1-суточный цыпленок ТВ vanС2/3 2 I

E. faecium 185 ноябрь 2016 внутренние органы 
цыпленка

РМ vanС1 2 I

E. gallinarum 181 август 2016 внутренние органы 
цыпленка

СО vanС1 8 R

Контрольные штаммы

E. faecium АТСС BAA2316 vanА > 200 R

E. faecalis АТСС51575 vanВ > 200 R

E. gallinarum АТСС49610 vanС1 4 I

E. casseiflavus АТСС700668 vanС2/3 2 I

E. faecalis АТСС49532 – 0,5 S

E. faecalis АТСС29212 – 1 S

СО – Саратовская область, РД – Республика Дагестан, БО – Белгородская область, ЛО – Ленинградская область, ТО – Тюменская область, ТВ – Тверская область, РМ – Республика 
Мордовия; МПК – минимальная подавляющая концентрация; S – чувствительность, I – промежуточный уровень устойчивости, R – резистентность, «–» – нет гена
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vanC-генов в изолятах E. faecalis, выделенных от 
свиней, из фекалий бройлеров и из овечьего мо-
лока [30–32]. В  этих же публикациях показано, 
что у «птичьих» энтерококков ген vanC1 был ло-
кализован на плазмиде, у изолятов от свиней – 
на хромосоме.

По всей вероятности, нами впервые в  ми-
ровой практике выделен от птицы и  иденти-
фицирован изолят E.  faecium с  vanC1-генами. 
Недавно было опубликовано сообщение о  выде-
лении штамма E.  faecium с  геном vanC1 от чело-
века [33]. Приведенные выше факты указывают 
на то, что хромосомная локализация vanC-генов 
у E. gallinarum, E. casseiflavus и других энтерокок-
ков не является препятствием для их передачи 
гетерологичным микроорганизмам.

Обнаруженные нами энтерококки с  генами 
vanC1 и vanC2/3 были устойчивы к ванкомици-
ну в концентрации 2–8 мг/л (см. табл. 2), что со-
гласуется с данными литературы. Известно, что 
VanC-фенотип экспрессируется у  энтерококков 
конститутивно или под влиянием определен-
ных индукторов [28]. Кластер генов, контроли-
рующих этот фенотип, локализован на хромо-
соме и  обеспечивает сравнительно невысокий, 
в  отличие от VanA- и  VanB-фенотипов, уро-
вень резистентности к ванкомицину (2–32 мг/л) 
и  не обеспечивает устойчивости ко второму 
представителю гликопептидов  – тейкопланину 
и  новым синтетическим липогликопептидам: 
оритаванцину и телаванцину [28]. Тем не менее 
VanC-фенотип энтерококков, особенно патоген-
ных, может создавать серьезную проблему для 

лечения энтерококковых инфекций у сельскохо-
зяйственной птицы и человека. Этиологическая 
значимость энтерококков с  VanC-фенотипом 
может быть отягощена дополнительной их рези-
стентностью к другим антимикробным препара-
там. Как показали наши исследования (табл. 3), 
ванкомицинрезистентность изолятов с  VanC-
фенотипом часто ассоциирована с  устойчи-
востью их к  эритромицину, гентамицину, 
цефтриаксону, ципрофлоксацину, тетрациклину 
и другим антибиотикам.

Заключение
Полученные нами результаты позволяют сде-
лать вывод о том, что в настоящее время на пти-
цефабриках различных регионов Российской 
Федерации среди промышленной птицы цир-
кулируют популяции патогенных энтерококков 
(все 87  изолятов выделены от птицы, больной 
или павшей от системной энтерококковой ин-
фекции), для которых характерна множествен-
ная устойчивость к  антимикробным препара-
там. Так, более 80%  изученных нами изолятов 
Enterococcus  spp. были резистентны или имели 
промежуточную устойчивость к таким антибио-
тикам, как гентамицин, эритромицин, цефтри-
аксон, ципрофлоксацин, рифампицин и  тетра-
циклин. Значительный процент энтерококков 
оказался устойчивым к  антимикробным препа-
ратам, используемым при лечении энтерокок-
ковых инфекций: к  ампициллину (32,2%), лине-
золиду (17,2%) и ванкомицину (16,1%). Показано, 
что ванкомицинрезистентность у  10  изолятов 

Таблица 3. Чувствительность изолятов Enterococcus spp., несущих гены vanC-типа, к антимикробным препаратам разных функциональных классов

Изолят Ген AMP GEN ERI RIF CEF LIN CHL THR TET CIP

E. casseiflavus 153 vanC2/3 S R R S R S S S R I

E. casseiflavus 161 vanC2/3 S S R S I S S S S S

E. casseiflavus 188 vanC2/3 S S R S I S S S S S

E. faecalis 19 vanC1 R R R R R I S S R R

E. faecalis 24 vanC2/3 S I R S I S S R R R

E. faecalis 59 vanC1 I R R R R S S S R I

E. faecalis 97 vanC1 R R R R R R S S R R

E. faecalis 99 vanC2/3 S R R R R R S S R R

E. faecium 185 vanC1 S R R R R S S S R R

E. gallinarum 181 vanC1 I R R S R S I R R R

AMP – ампициллин, GEN – гентамицин, ERI – эритромицин, RIF – рифампицин, CEF – цефтриаксон, LIN – линезолид, CHL – хлорамфеникол, THR – триметоприм,  
TET – тетрациклин, CIP – ципрофлоксацин; S – чувствительность, I – промежуточный уровень устойчивости; R – резистентность
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обусловлена генами vanC1 и vanC2/3, обеспечива-
ющими клеткам-хозяевам устойчивость к ванко-
мицину в концентрации 2–8 мг/л. Отметим: поло-
вина изолятов с  VanC-фенотипом принадлежит 
к видам E. faecalis и E. faecium, основным возбуди-
телям энтерококковой инфекции у  человека. По 
всей вероятности, нам впервые удалось выделить 
от птицы изолят E. faecium с геном vanС1, что еще 
раз свидетельствует о происходящих in vivo про-
цессах обмена генами антибиотикорезистентно-
сти между энтерококками разных видов.

На вопрос, насколько популяция антибиотико-
резистентных «птичьих» энтерококков, изученных 
нами, опасна как этиологический агент для человека, 
можно будет ответить лишь после сравнительного 
генотипирования энтерококков, выделяемых в  на-
шей стране от человека и  промышленной птицы, 
а также изучения у них детерминант вирулентности. 
Опасность же антибиотикорезистентных популяций 
«птичьих» энтерококков как резервуара и источника 
генов резистентности, в  том числе vanС-генов, для 
микробиоты человека неоспорима. 
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Antibacterial resistance of Enterococcus spp. isolated 
from commercial poultry of the Russian Federation 
farms in 2013–2016, and identification of vancomycin 
resistance genes

Rationale: Enterococci are the leading cause of 
a number of nosocomial and community-acquired 
human diseases. In the last decade, these pathogens 
are becoming resistant to antibacterials, including 
vancomycin. Multidrug-resistant enterococci have 
been also isolated from agricultural animals in 
many countries worldwide, which raises concern of 
scientists because of possible horizontal transfer of 
resistance genes. Aim: To assess antibacterial sen-
sitivity of Enterococcus spp. isolates collected from 
the poultry in the Russian Federation from 2013 to 
2016, and to identify vancomycin-resistance genes 
in their genomes. Materials and methods: Eighty-
seven enterococci isolates belonging to E.  faecalis 
(n = 47, 54%), E.  faecium (n = 25, 28.7%) and other 
species (n = 15, 17.2%) were collected from clinical 
samples of 297 heads of poultry (liver, lungs, heart, 
spleen, contents of the nasal and sinus cavities) 
from 17  poultry farms of the Northwest, Central, 
Volga, Ural and Southern Federal districts of the 
Russian Federation. Sensitivity of enterococci to 
antibacterials was determined by disk-diffusion 
and broth microdilution methods. Vancomycin 
resistance genes van was detected by polymerase 

chain reaction with specific primers. Results: Most 
enterococci isolates were resistant to erythromycin 
(74/87, 85.1%), gentamicin (70/87, 80.5%), ceftri-
axone (61/87, 70.1%), ciprofloxacin (56/87, 64.4%), 
tetracycline (57/87, 65.5%), and rifampicin (48/87, 
55.2%), fewer ones to trimethoprim (38/87, 43.7%), 
ampicillin (28/87, 32.2%), linezolid (15/87, 17.2%) 
and chloramphenicol (5/87, 5.7%). The vanC type 
genes (vanC1 and vanC2/3) were identified in 
10  isolates. Vancomycin minimal inhibitory con-
centrations for these isolates were 2 to 8  mg/L. 
E. faecium with vanC1 gene was isolated from poul-
try probably for the first time ever. Conclusion: 
Commercial poultry in the Russian poultry farms 
is an important reservoir and source of antibiot-
ic-resistant enterococci populations, including en-
terococci carrying vanC1 and vanC2/3 vancomycin 
resistance genes.

Key words: commercial poultry, enterococci, E. fae-
calis, E. faecium, antibacterial resistance, vancomy-
cin resistance, vanC1, vanC2/3

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-138-146

1  State Research Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology, Rospotrebnadzor; Obolensk, 
Serpukhovskiy rayon, Moskovskaya oblast', 142279, 
Russian Federation

Svetoch Eduard A. – VD, PhD, Professor, Chief 
Researcher, Antimicrobial Agents Laboratory1

Teymurazov Marat G. – PhD (in Biology), Senior 
Researcher, Antimicrobial Agents Laboratory1

Tazina Ol'ga I. – Assistant Researcher, Antimicrobial 
Agents Laboratory1

Abaimova Alena A. – Trainee Researcher, Antimi-
crobial Agents Laboratory1

Lev Anastasiya I. – Junior Researcher, Antimicrobial 
Agents Laboratory1

Astashkin Evgeniy I. – MD, PhD, Leading Research-
er, Antimicrobial Agents Laboratory1

Leonova Ekaterina S. – Trainee Researcher, Antimi-
crobial Agents Laboratory1

Kartsev Nikolay N. – Researcher, Antimicrobial 
Agents Laboratory1

Detushev Konstantin V. – Researcher, Collection 
Cultures Department1

Eruslanov Boris V. – Leading Researcher, Antimicro-
bial Agents Laboratory1

Dyatlov Ivan A. – MD, PhD, Professor, Member of 
Russian Academy of Sciences, Director1

Fursova Nadezhda K. – PhD (in Biology), Head of 
Antimicrobial Agents Laboratory1

 * SRCAMB, Obolensk, Serpukhovskiy rayon, 
Moskovskaya oblast', 142279, Russian Federation. 
Tel.: +7 (4967) 36 00 79.  
E-mail: fursova@obolensk.org

Svetoch E.A.1 • Teymurazov M.G.1 • Tazina O.I.1 • Abaimova A.A.1 • 
Lev A.I.1 • Astashkin E.I.1 • Leonova E.S.1 • Kartsev N.N.1 •  
Detushev K.V.1 • Eruslanov B.V.1 • Dyatlov I.A.1 • Fursova N.K.1

 24. Poeta P, Costa D, Klibi N, Rodrigues J, Torres C. 
Phenotypic and genotypic study of gelatinase 
and beta-haemolysis activities in faecal en-
terococci of poultry in Portugal. J Vet Med B 
Infect Dis Vet Public Health. 2006;53(5):  203–8. 
doi: 10.1111/j.1439-0450.2006.00941.x.

 25. Champagne J, Diarra MS, Rempel H. Develop-
ment of a  DNA microarray for enterococcal 
species, virulence, and antibiotic resistance 
gene determinations among isolates from 
poultry. Appl Environ Microbiol. 2011;77(8):  
2625–33. doi: 10.1128/AEM.00263-11.

 26. Strachunsky  LS, Kozlov  SN. Modern antimi-
crobial chemotherapy. Manual for physicians. 
Moscow: Borges; 2002. 432 p. Russian.

 27. Kaszanyitzky  EJ, Tenk  M, Ghidán  A, Fe-
hérvári  GY, Papp  M. Antimicrobial suscep-
tibility of enterococci strains isolated from 
slaughter animals on the data of Hungarian re-
sistance monitoring system from 2001 to 2004. 

Int J Food Microbiol. 2007;115(1):  119–23. doi: 
10.1016/j.ijfoodmicro.2006.10.004.

 28. Reynolds  PE, Courvalin  P.  Vancomycin resis-
tance in enterococci due to synthesis of pre-
cursors terminating in D-alanyl-D-serine. An-
timicrob Agents Chemother. 2005;49(1):  21–5. 
doi: 10.1128/AAC.49.1.21-25.2005.

 29. Ramotar  K, Woods  W, Larocque  L, Toye  B. 
Comparison of phenotypic methods to iden-
tify enterococci intrinsically resistant to van-
comycin (VanC VRE). Diagn Microbiol Infect 
Dis. 2000;36(2):  119–24. doi: http://dx.doi.
org/10.1016/S0732-8893(99)00126-1.

 30. Schwaiger  K, Bauer  J, Hörmansdorfer  S, 
Mölle G, Preikschat P, Kämpf P, Bauer-Unkauf I, 
Bischoff M, Hölzel C. Presence of the resistance 
genes vanC1 and pbp5 in phenotypically van-
comycin and ampicillin susceptible Enterococ-
cus faecalis. Microb Drug Resist. 2012;18(4):  
434–9. doi: 10.1089/mdr.2011.0227.

 31. Moura  TM, Cassenego  AP,  Campos  FS, Ri-
beiro  AM, Franco  AC, d'Azevedo  PA, Fraz-
zon  J, Frazzon  AP.  Detection of vanC1 gene 
transcription in vancomycin-susceptible 
Enterococcus faecalis. Mem Inst Oswaldo 
Cruz. 2013;108(4):  453–6. doi: 10.1590/S0074-
0276108042013009.

 32. de Garnica  ML, Valdezate  S, Gonzalo  C, 
Saez-Nieto JA. Presence of the vanC1 gene in 
a  vancomycin-resistant Enterococcus faecalis 
strain isolated from ewe bulk tank milk. J Med 
Microbiol. 2013;62(Pt  3):  494–5. doi: 10.1099/
jmm.0.052274-0.

 33. Sun M, Wang Y, Chen Z, Zhu X, Tian L, Sun Z. The 
first report of the vanC₁ gene in Enterococcus 
faecium isolated from a  human clinical spec-
imen. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2014;109(6):  
712–5. doi: http://dx.doi.org/10.1590/0074-
0276140019.

Almanac of Clinical Medicine. 2017 March-April; 45 (2): 138–146

146



Особенности биологических свойств бактерий вида Listeria 
innocua, выделенных на территории Приморского края

Зайцева Е.А.1

Актуальность. Большинство случаев заболева-
ния листериозом связаны с  патогенным видом 
Listeria monocytogenes. В  литературе появились 
сообщения о выделении из пищевых продуктов 
L.  innocua с  факторами патогенности, а  также 
о случаях заболевания у людей, вызванных этим 
видом. Цель – оценить биологические свойства, 
в  том числе патогенный потенциал L.  innocua, 
выделенных из пищевых продуктов и  объек-
тов окружающей среды. Материал и  методы. 
Проведено микробиологическое исследование 
культур L.  innocua, изолированных из пищевых 
продуктов (n = 35) и объектов окружающей среды 
(n = 15) на территории Приморского края, а также 
исследование их антибиотикочувствительности. 
Результаты. У  исследуемых культур L.  innocua 
отмечена стабильность фенотипических про-
явлений биологических свойств  – морфология, 
типичный рост колоний на питательных средах 
с характерным кисломолочным запахом, голубое 

или голубовато-зеленое свечение в косо прохо-
дящем свете, наличие каталазной активности 
и отсутствие оксидазной. Подвижность при 22 °С 
показали только 38 ± 6,9% L.  innocua. Культуры 
L. innocua не ферментировали маннит (100% куль-
тур), разлагали до кислоты без газа рамнозу 
(70 ± 6,5%) и  ксилозу (42,8 ± 7%). Листерии, выде-
ленные из овощей и  объектов внешней среды, 
с  большей частотой ферментировали рамнозу 
(92,8 ± 7,2%  исследуемых культур) и  реже  – кси-
лозу (28,5 ± 12,5%) по сравнению с изолятами L. in-
nocua, полученными из мясных и рыбных продук-
тов. Отмечена вариабельность биохимической 
активности L.  innocua по отношению к  маннозе 
(92 ± 3,8%), сахарозе (85,7 ± 7,8%) и  мелицито-
зе (76,2 ± 9,5%). Выявлены культуры L.  innocua 
(34 ± 6,7%) с гемолитической активностью (α- или 
β-типа), чаще у изолятов, выделенных из рыбной 
продукции. Липаза определялась у всех листерий 
независимо от источника выделения. Культуры 

L.  innocua, выделенные из пищевых продуктов 
и объектов окружающей среды, показали высо-
кую чувствительность к  антимикробным пре-
паратам из групп пенициллинов (ампициллин, 
карбенициллин, комбинированный препарат 
амоксициллина и клавулановой кислоты), амино-
гликозидов (гентамицин, амикацин), карбапене-
мов (меропенем), фторхинолонов (офлоксацин). 
Заключение. Отмечена вариабельность неко-
торых биологических свойств L.  innocua в  зави-
симости от источника выделения. Выявление на 
территории Приморского края культур листерий 
с  атипичными свойствами требует более глубо-
кого изучения микроорганизмов данного вида.

Ключевые слова: Listeria innocua, гемолитиче-
ская активность, атипичные штаммы, факторы 
патогенности, антибиотикочувствительность

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-147-153

Листериоз  – инфекционное заболевание 
человека и  животных, вызванное бак-
териями рода Listeria. Большинство 
случаев листериоза у  человека связа-

но с  видом Listeria monocytogenes, у  животных  – 
L.  ivanovii [1]. Появляются публикации о  забо-
леваниях, причиной которых становятся другие 
виды листерий, ранее считавшиеся непатоген-
ными [2–5]. Так, у  взрослого пациента с  острым 
гнойным менингитом выделена L. seeligeri, спустя 
год после выздоровления у него развились тяже-
лые неврологические осложнения (эпилепсия, 
гидроцефалия) [6]. Сообщается о  смертельном 
случае 62-летней пациентки после септицемии, 
вызванной L. innocua на фоне холангита [7]. В ли-
тературе описаны случаи выделения L. welshimeri 
[8] и L. grayi [4] у взрослых пациентов.

Наиболее генетически близким видом 
к  L.  monocytogenes считается L.  innocua. Именно 
поэтому этот вид листерий рассматривается как 
индикатор возможного присутствия в продуктах 
питания L.  monocytogenes [1]. Исследования по-
следних лет показали возможность проявления 
патогенности со стороны L. innocua [7, 9–11]. Еще 
совсем недавно остававшаяся в  тени L.  innocua 

все больше выходит на первый план, постепенно 
вытесняя другие виды листерий [12]. Ранее нами 
установлено, что на территории Приморского 
края выделяются разнообразные виды листе-
рий [13]. Пищевые продукты, распространя-
емые через торговую сеть (магазины, рынки) 
г.  Владивостока, контаминированы такими ви-
дами листерий, как L.  monocytogenes, L.  innocua, 
L. seeligeri, L. welshimeri [13]. Бактерии вида L. seeli-
geri встречались в продуктах из рыбы (горбуши, 
волосозуба), L.  welshimeri  – из мяса. L.  innocua 
изолировали из мясной продукции (заморожен-
ного фарша, замороженных полуфабрикатов 
и копченой продукции, готовой к употреблению), 
рыбной продукции (соленой, сырокопченой, ох-
лажденной и  замороженных полуфабрикатов), 
а  также из овощей (лука, капусты, картофеля, 
свеклы), хранящихся в овощехранилищах. Кроме 
пищевых продуктов вид L. innocua на территории 
края выделили из силоса, органов мышевидных 
грызунов [13]. Такое повсеместное активное рас-
пространение L.  innocua способствует приспо-
соблению этих бактерий к  меняющимся услови-
ям окружающей среды и  появлению штаммов 
с  атипичными свойствами [10, 11, 14]. Изучение 
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свойств L.  innocua становится актуальным еще 
и в связи с тем, что появляются случаи листерио-
за, вызванного этим видом, не только у человека, 
но и животных [7, 15, 16].

Цель – оценить биологические свойства, в том 
числе патогенный потенциал L. innocua, выделен-
ных из пищевых продуктов и объектов окружаю-
щей среды.

Материал и методы
Нами исследованы культуры L.  innocua, изоли-
рованные из пищевых продуктов (n = 35) и  объ-
ектов окружающей среды (n = 15) на территории 
Приморского края.

Микробиологические исследования проводи-
ли по общепринятым методам, а  также соглас-
но ГОСТ Р 51921-2002 и  МУК 4.2.1122-02 для 
выделения листерий. Для изучения биологиче-
ских свойств (в том числе факторов патогенно-
сти) L.  innocua использовали: для определения 
1)  подвижности  – 0,3%  полужидкий агар, моди-
фицированную среду для определения подвиж-
ности с  добавлением 2,3,5-трифенилтетразолия 
хлорида (ТТХ); 2) биохимической (сахаролити-
ческой) активности  – среды Гисса c определен-
ным сахаром и  индикатором, тест-систему API 
Listeria (BioMerieux); 3) каталазной активности – 
3–5%  перекись водорода; 4) протеолитической 
активности  – питательные среды, содержащие 
молоко; 5) лецитиназной активности  – среду 
ГРМ (г.  Оболенск) с  добавлением 5%  желточной 
эмульсии с  активированным углем и  без него; 
6)  гемолитической активности  – кровяной агар: 
Колумбийский агар (НИЦФ, г. Санкт-Петербург), 
5%  взвесь эритроцитов барана; 7) липолитиче-
ской активности – ГРМ-агар с добавлением к нему 
10% раствора хлорида кальция и твин-субстратов 
(20; 60; 80).

Молекулярно-генетические методы. Нами 
использовались олигонуклеотидные праймеры, 
синтезированные фирмой «Евроген» (г. Москва). 
Определение принадлежности выделенных 
культур к  бактериям рода Listeria проводили 
методом амплификации ДНК бактерий при 
помощи полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с праймерами prs1-prs2, как в работе [17]. Для ти-
пирования культур листерий с  помощью муль-
типлексной ПЦР использовали бактериальные 
лизаты, приготовленные из суточных культур 
листерий по методике согласно [17]. ПЦР про-
водили в  амплификаторе «Терцик» («ДНК-
технология», Россия) по программе, описанной 
в  [17]. Электрофорез продуктов амплификации 
осуществляли в 1,7% агарозном геле. 

Чувствительность листерий к  антимикроб-
ным препаратам определяли на среде Мюллера – 
Хинтона (BioMerieux) диско-диффузионным ме-
тодом в соответствии с МУК 4.2.1890-04.

Полученные данные обработаны при помощи 
пакета прикладных программ Statistica 10.0 в опе-
рационной системе Windows 2010 с применением 
метода параметрического анализа: рассчитыва-
лись относительные значения (%) и их стандарт-
ные ошибки.

Результаты
Для сравнительного анализа все исследуемые 
культуры L. innocua разделили на группы в зави-
симости от источника выделения: в одну группу 
вошли изоляты листерий из пищевых продук-
тов (n = 35), в другую – из объектов внешней сре-
ды: смывов с  производственного оборудования 
(n = 6) и наземных растений (n = 9). При изучении 
биологических свойств L.  innocua отмечена ста-
бильность фенотипических проявлений  – мор-
фология (встречались короткие, беспорядочно 
расположенные палочки, кокковидные формы 
и овоидные бактерии, которые окрашивались по 
Граму положительно), типичный рост колоний 
на питательных средах с  характерным кисломо-
лочным запахом, голубое или голубовато-зеленое 
свечение в косо проходящем свете, наличие ката-
лазной и отсутствие оксидазной активности.

Из всех исследованных культур подвижность 
при 22  °С показали только 38 ± 6,9% L.  innocua. 
Выявлены культуры L. innocua, у которых подвиж-
ность отсутствовала или определялась при двух 
температурах: 22 °С и 37 °С (20 ± 5,7% и 42 ± 7% со-
ответственно).

Известно, что листерии вариабельны по био-
химической активности. В настоящее время для 
дифференциации разных видов листерий опре-
деляются ферментативные свойства в отношении 
трех углеводов – рамнозы, ксилозы и маннита [1]. 
В  ходе настоящего исследования установлено: 
культуры L.  innocua не ферментировали маннит 
(100%  культур), разлагали до кислоты без газа 
рамнозу (70 ± 6,5%) и  реже  – ксилозу (42,8 ± 7%). 
При этом листерии, выделенные из овощей и объ-
ектов внешней среды, с  большей частотой фер-
ментировали рамнозу (92,8 ± 7,2%  исследуемых 
культур) и реже – ксилозу (28,5 ± 12,5%) по срав-
нению с  изолятами L.  innocua, полученными из 
мясных и рыбных продуктов (рис. 1). 

При анализе других биохимических свойств 
определили, что все исследуемые культуры L. in-
nocua (n = 21), независимо от источника выделе-
ния, через 24 часа разлагали до кислоты без газа 
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эскулин, глюкозу, фруктозу, маннозу, мальтозу, 
салицин и  не ферментировали мочевину, дуль-
цит, адонит, раффинозу, мелибиозу, арабинозу, 
крахмал. Отмечено медленное кислотообразова-
ние в  отношении мальтозы (до 4  суток), лакто-
зы (от  1 до  13  дней), мелицитозы (от  1 до  24  су-
ток), медленное и  слабое кислотообразование 

в отношении галактозы (от 2 до 15 дней). По от-
ношению к другим углеводам (маннозе, сахарозе 
и  мелицитозе) листерии показали вариабельные 
результаты. Мелицитозу разлагали до кислоты 
без газа 76,2 ± 9,5%  культур, маннозу  – 92 ± 3,8%, 
сахарозу – 85,7 ± 7,8% исследуемых L. innocua.

У всех культур изучался in vitro ряд фермен-
тов, которые могут участвовать в  развитии ин-
фекционного процесса (каталаза, ДНКазная, ле-
цитиназная, липолитическая и  гемолитическая 
активности) (табл. 1). Все L.  innocua были ката-
лазоположительны, большинство культур пока-
зали ДНКазную активность, у них отсутствовала 
лецитиназная активность. Липаза определялась 
у  всех культур L.  innocua независимо от источ-
ника выделения, но отношение к  твинам было 
вариабельным. При этом 59,3 ± 9,6%  культур ли-
стерий ферментировали все три твин-субстрата. 
Большинство изолятов L.  innocua (66,7 ± 9,2%) 
длительно гидролизовали твины (от 5 до 14 дней), 
что согласуется с данными литературы о длитель-
ности ферментации твинов до 10–14 дней* (рис. 2).

Выявлены культуры L. innocua (34 ± 6,7%) с ге-
молитической активностью (α- или β-типа), что 
не является характерным свойством для листерий 
данного вида. Обращают на себя внимание куль-
туры листерий, выделенные из рыбной продук-
ции, которые обладают не только гемолитической, 
но и ДНКазной активностью. Культуры листерий, 
показавшие гемолитическую активность, были 
дополнительно протипированы с  помощью теста 
API Listeria и  ПЦР для подтверждения их при-
надлежности к роду Listeria и виду L. innocua, при 
этом расхождений в результатах не наблюдалось.

Анализ антибиотикорезистентности изоля-
тов листерий показал: все исследуемые L. innocua 
(100%) были чувствительны к  препаратам групп 
пенициллинов (ампициллину, карбенициллину, 
комбинированному препарату амоксициллина 
и клавулановой кислоты), аминогликозидов (ген-
тамицину, амикацину), карбапенемов (меропене-
му), фторхинолонов (офлоксацину) и  резистент-
ны к налидиксовой кислоте (табл. 2).

Обсуждение
Известно, что бактерии рода Listeria широко рас-
пространены в  окружающей среде, обладают 
двойственной природой и  способны в  зависимо-
сти от среды обитания вести как сапрофитный, 
так и  паразитический образ жизни. Огромному 

Таблица 1. Факторы патогенности бактерий вида Listeria innocua, изолированных 
в Приморском крае

Признак / 
ферментативная 
активность

Источник, % выявления Всего выявлено, 
абс. / количество 
исследованных 
культур (%)

мясные 
продукты 
(n = 24)

рыбные 
продукты 
(n = 11)

овощи 
и объекты 
окружающей 
среды 
(n = 15)

Каталазная 100 100 100 50 / 50 (100)

Лецитиназная 0 0 0 0 / 50 (0)

ДНКазная 58,3 ± 10,3 100 33,3 ± 12,6 30 / 50 (60 ± 6,9)

Гемолитическая 26,1 ± 9,4 58,3 ± 14,8 26,7 ± 11,8 17 / 50 (34 ± 6,7)

Липолитическая
твин 20
твин 60
твин 80

90 ± 10
100
80 ± 13,3

83,3 ± 16,6
100
100

90,9 ± 9
54,5 ± 15,7
81 ± 12,4

24 / 27 (88,9 ± 6,2)
22 / 27 (81,5 ± 7,6)
23 / 27 (85,2 ± 6,9)

Данные представлены в виде среднего и стандартной ошибки (M ± m)

Рис. 2. Липазная 
активность Listeria 
innocua

Рис. 1. 
Ферментативная 
активность Listeria 
innocua

Источник выделения
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внешней среды
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ы
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80

60

40
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*  Бакулов ИА, Васильев ДА. Бактериологический контроль пищевых 
продуктов на наличие листерий: метод, рекомендации. Ульяновск: 
Ульяновская государственная сельскохозяйственная академия имени 
П.А. Столыпина; 1999. 38 с. (далее – Бакулов И.А., Васильев Д.А., 1999).
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Таблица 2. Чувствительность бактерий вида Listeria innocua к антимикробным препаратам

Препарат Количество 
исследованных 
культур, n

Антибиотикочувствительность бактерий, абс. (%*)

чувствительные с промежуточной 
резистентностью

резистентные

Группа макролидов

кларитромицин
рокситромицин
эритромицин
азитромицин

38
38
38
38

37 (97,4 ± 2,6)
37 (97,4 ± 2,6)
36 (94,7 ± 3,6)
37 (97,4 ± 2,6)

0 
0
1 (2,63 ± 2,6)
1 (2,6 ± 2,6)

1 (2,63 ± 2,6)
1 (2,63 ± 2,6)
1 (2,63 ± 2,6)
0

Группа фторхинолонов

налидиксовая кислота
офлоксацин
ципрофлоксацин
пефлоксацин
норфлоксацин
ломефлоксацин
левофлоксацин
спарфлоксацин

25
38
38
38
38
38
27
27

0
38 (100)
33 (86,8 ± 5,5)
25 (65,8 ± 7,7)
28 (73,7 ± 7,1)
21 (55,3 ± 8)
26 (96,3 ± 3,7)
16 (59,3 ± 9,6)

0
0 
1 (2,6 ± 2,6)
2 (5,3 ± 3,6)
5 (13,2 ± 5,5)
16 (42,1 ± 8)
0
10 (37,04 ± 9,5)

25 (100)
0 
4 (10,5 ± 5)
11 (28,9 ± 7,4)
5 (13,2 ± 5,5)
1 (2,63± 2,6 )
1 (3,7 ± 3,7)
1 (3,7 ± 3,7)

Группа пенициллинов

карбенициллин
ампициллин
пенициллин
амоксициллин
амоксициллин + клавулановая кислота

38
38
38
27
25

38 (100)
38 (100)
37 (97,4 ± 2,6)
26 (96,3 ± 3,7)
25 (100)

0
0
0
0
0

0
0
1 (2,63 ± 2,6)
1 (3,7 ± 3,7)
0

Группа ансамицинов

рифампицин 38 37 (97,4 ± 2,6) 0 1 (2,63 ± 2,6)

Группа аминогликозидов

амикацин
гентамицин

38
38

38 (100)
38 (100)

0
0

0
0

Группа тетрациклинов

доксициклин
тетрациклин

38
38

33 (86,8 ± 5,5)
29 (76,3 ± 6,9)

2 (5,3 ± 3,6)
6 (15,8 ± 5,9)

3 (7,9 ± 4,4)
3 (7,9 ± 4,4)

Группа цефалоспоринов

цефазолин
цефалексин
цефуроксим
цефотаксим
цефтазидим
цефоперазон
цефтриаксон

38
27
38
38
36
38
27

35 (92,1 ± 4,4)
18 (66,7 ± 9,1)
25 (65,8 ± 7,7)
16 (42,1 ± 8)
3 (8,33 ± 4,6)
33 (86,8 ± 5,5)
14 (51,8 ± 9,8)

1 (2,63 ± 2,6)
5 (18,5 ± 7,6)
9 (23,7 ± 6,9)
15 (39,5 ± 7,9)
3 (8,33 ± 4,6)
5 (13,2 ± 5,5)
9 (33,3 ± 9,2)

2 (5,3 ± 3,6)
4 (14,8 ± 6,9)
4 (10,5 ± 5)
7 (18,4 ± 6,3)
30 (83,3 ± 6,2)
0
4 (14,8 ± 6,9)

Группа трициклических гликопептидов

ванкомицин 38 37 (97,4 ± 2,6) 0 1 (2,63 ± 2,6)

Группа левомицетинов

хлорамфеникол 27 23 (85,2 ± 6,8) 4 (14,8 ± 6,9) 0

Группа карбапенемов

меропенем 27 27 (100) 0 0

Группа полимиксинов

полимиксин 27 4 (14,8 ± 6,9) 2 (7,4 ± 5,1) 21 (77,8 ± 8)

* Данные представлены в виде среднего и стандартной ошибки (M ± m)
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многообразию условий сред обитания этих бакте-
рий соответствует широкий спектр их адаптаци-
онных возможностей (существовать в  большом 
диапазоне температуры, влажности, pH среды), 
увеличивающий их шансы на выживание в  раз-
личных экологических условиях. Многие зару-
бежные авторы считают преобладающим распро-
странение L. innocua среди морепродуктов [12, 18]. 
В наших исследованиях этот вид листерий также 
часто выделяли из мясной продукции (говядины, 
свинины, пельменей, мясных палочек). Почти вся 
мясная продукция, из которой были выделены 
L.  innocua, была замороженной, тогда как боль-
шинство рыбной продукции и  овощей  – охлаж-
денными или свежими. Среди мясной продукции 
и овощей преобладали полуфабрикаты, рыбной – 
продукция, готовая к употреблению [13].

Необходимо отметить, что многие исследова-
тели говорят о преобладании L. innocua в морской 
воде по сравнению с  другими видами листерий, 
особенно много их в прибрежных водах. Наличие 
атипичных L. innocua в морской воде может стать 
причиной контаминации рыб, кальмаров, рако-
образных и  других животных (морепродукты), 
что, в  свою очередь, может представлять опас-
ность для людей [18].

Листерии вариабельны по биохимической 
активности, и  выделенным культурам листе-
рий присуще непостоянство их биохимических 
и  биологических признаков. Практически все 
тесты по ферментации листериями углеводов, 
кроме эскулина, не дают 100%  идентификации 
микроорганизма до вида. В настоящее время для 
дифференциации разных видов листерий опре-
деляются ферментативные свойства в отношении 
трех углеводов  – рамнозы, ксилозы и  маннита 
[1]. Известно, что для вида L. innocua характерно 
отсутствие ферментации маннита, L-рамнозы, 
D-ксилозы и наличие гидролиза α-метил-D-ман-
нозида [1]. Данные, полученные нами при изуче-
нии фенотипических проявлений биологических 
свойств L. innocua, выделенных из пищевых про-
дуктов и объектов внешней среды в Приморском 
крае, показали вариабельность некоторых из них 
в  зависимости от источника выделения культу-
ры (наличие подвижности или ее отсутствие при 
двух температурах, биохимическую активность). 
В ходе настоящего исследования установлено, что 
L.  innocua не ферментировали маннит, но раз-
лагали рамнозу (70 ± 6,5%) и  ксилозу (42,8 ± 7%). 
В большей степени это было характерно для ли-
стерий, выделенных из овощей и объектов внеш-
ней среды, чем для изолятов, полученных из мяс-
ных и рыбных продуктов.

Выявлены вариабельные свойства L.  innocua 
по отношению к  маннозе, сахарозе и  мелици-
тозе. Большинство исследуемых культур листе-
рий гидролизовали маннозу (92 ± 3,8%), сахарозу 
(85,7 ± 7,8%) и  мелицитозу (76,2 ± 9,5%). Отмечено 
медленное кислотообразование в  отношении 
мальтозы (до 4 суток), лактозы (от 1 до 13 дней), 
мелецитозы (от 1 до 24 суток), медленное и слабое 
в отношении галактозы (от 2 до 15 дней). Вместе 
с тем по данным литературы у L. innocua медлен-
ное кислотообразование установлено только в от-
ношении мальтозы.

Отечественные ученые рекомендуют при иден-
тификации листерий учитывать их способность 
разлагать глюкозу, салицин, рамнозу, маннозу 
и  мальтозу наряду с  отсутствием разложения 
дульцита, инулина и  арабинозы (Бакулов  И.А., 
Васильев Д.А., 1999). В нашей работе все изучен-
ные культуры L.  innocua (n = 21), независимо от 
источника выделения, через 24 часа разлагали до 
кислоты без газа кроме глюкозы, салицина, маль-
тозы еще и эскулин, фруктозу, и не ферментиро-
вали мочевину, дульцит, адонит, раффинозу, мели-
биозу, арабинозу, крахмал. Возможно, выявленные 
особенности фенотипических проявлений био-
химической активности L.  innocua, выделенных 
из пищевых продуктов и  объектов окружающей 
среды, свидетельствуют о  появлении атипичных 
штаммов и  помогут в  дальнейшем дифференци-
ровать их от других видов листерий.

При изучении факторов патогенности у  L.  in-
nocua выявили нехарактерную для бактерий это-
го вида гемолитическую активность. Отмечено 
17 культур, у которых на кровяном агаре наблюда-
лась гемолитическая активность (α- или β-типа), 
чаще среди L.  innocua, выделенных из рыбы. При 
помощи теста API Listeria и  ПЦР было получено 
подтверждение, что данные культуры действитель-
но относятся к виду L. innocua (определена биохи-
мическая активность и генетическая структура, ха-
рактерные именно для L. innocua) [17]. Выявленная 
нами у L. innocua гемолитическая активность ука-
зывает на появление атипичных свойств. Это со-
гласуется с выводами других исследователей, свя-
зывающих гемолитическую активность атипичных 
штаммов L. innocua с наличием в их геноме класте-
ров генов, аналогичных L. monocytogenes [10, 14].

В процессе адаптации микроорганизма 
к  определенным условиям существования не-
маловажное значение отводится антибиоти-
корезистентности бактерий, которые могут 
приобретать новые признаки, ранее для них не 
характерные. В  нашем исследовании культуры 
L. innocua сохраняют высокую чувствительность 
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к антимикробным препаратам, широко использу-
емым в настоящее время.

В заключение отметим: полученные нами дан-
ные показали вариабельность фенотипических 
проявлений биологических свойств L.  innocua 
в зависимости от источника выделения, выявле-
ны культуры с атипичными свойствами, что дик-
тует необходимость дальнейшего более глубокого 
изучения микроорганизмов данного вида.

Выводы
1.  Анализ биологических свойств листерий, 

изолированных из различных источников, 

показал, что из пищевых продуктов и  объек-
тов окружающей среды выявляются культуры 
L. innocua с атипичными свойствами.

2.  Отмеченная вариабельность подвижности, 
биохимической и  ферментативной активно-
сти факторов патогенности свидетельствует 
о фенотипической неоднородности L. innocua, 
выделенных на территории Приморского 
края.

3.  Культуры L.  innocua, изолированные из пище-
вых продуктов и объектов окружающей среды, 
сохраняют высокую чувствительность к  анти-
микробным препаратам из разных групп. 
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Specific biological properties  
of Listeria innocua spp. isolated in Primorye Territory

Rationale: Most cases of listeriosis are caused by 
the pathogenic Listeria monocytogenes. Some cas-
es of isolation of L.  innocua with pathogenicity 
factors from foods have been published, as well as 
on the cases of the disease in humans caused by 
this species. Aim: To assess biological properties 
including potential pathogenicity of L.  innocua, 
isolated from food and environmental objects. 
Materials and methods: We performed microbi-
ological study of L.  innocua cultures isolated from 
foods (n = 35) and environmental objects (n = 15) 
on the territory of Primorye Territory (Russian 
Federation), as well as assessment of their sensi-
tivity to antibiotics. Results: The studied L.  innoc-
ua cultures showed stable phenotypic features of 
their biological properties, such as morphology, 
typical colony growth on the medium with charac-
teristic odor of fermented milk, blue or blue-green 
luminescence induced by inclined light, presence 
of catalase activity and absence of the oxidase 
activity. Only 38 ± 6.9% of L.  innocua demonstrat-
ed movements at T 22  °С. L.  innocua cultures did 
not ferment mannitol (100% of cultures); they de-
graded ramnose to its acid without gas (70 ± 6.5%) 
and degraded xylose (42.8 ± 7%). Listeria isolated 
from vegetables and environmental objects could 

ferment ramnose (92.8 ± 7.2% of the studied cul-
tures) and xylose (28.5 ± 12.5%) more frequently 
than L. innocua isolated from meat and fish foods. 
L.  innocua demonstrated variable biochemical ac-
tivities towards mannose (92 ± 3.8%), saccharose 
(85.7 ± 7.8%) and melesitose (76.2 ± 9.5%). L. innoc-
ua cultures with hemolytic activity (34 ± 6.7%) (α or 
β  type) were isolated, more commonly from fish 
products. All Listeria irrespective of their isolation 
source showed lipase activity. L.  innocua cultures 
from foods and environmental objects were highly 
sensitive to antimicrobials from the following class-
es: penicillins (ampicillin, carbenicillin, combined 
amoxicillin and clavulanic acid), aminoglycosides 
(gentamycin, amikacin), carbapenems (meropen-
em), and fluoroquinolones (ofloxacin). Conclusion: 
Some biological properties of L. innocua were vari-
able depending on the source of isolation. Isolation 
of Listeria with atypical properties in the territory of 
Primorye Territory requires that these microorgan-
isms should be studied in more detail. 

Key words: Listeria innocua, hemolytic activity, 
atypical strains, pathogenicity factors, antibiotic 
sensitivity 
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Способность к адгезии типовых 
и биопленочных культур токсигенных 
штаммов Corynebacterium diphtheriaе 
Харсеева Г.Г.1 • Алиева А.А.1 • Сылка О.И.1 • Тюкавкина С.Ю.1 • Алексеева Л.П.2

Актуальность. Адгезия и  способность к  обра-
зованию биопленки рассматриваются среди ве-
дущих факторов патогенности Corynebacterium 
diphtheriaе, обусловливающих формирование 
бактерионосительства. Именно за счет бакте-
рионосительства осуществляется циркуляция 
штаммов возбудителя дифтерии в  межэпиде-
мический период. Цель  – определение и  срав-
нительный анализ адгезивной активности ти-
повых и  биопленочных культур токсигенных 
штаммов C.  diphtheriae. Материал и  методы. 
Исследованы типовые и  биопленочные (120- 
и 720-часовые) культуры штаммов C. diphtheriae. 
Их тестирование на способность формировать 
биопленку проводили по методике P.  Watnick 
(2000). Способность к  адгезии исследовали на 
культуре клеток карциномы фарингеального 

эпителия HEp-2 при различных временных экспо-
зициях (2, 8, 18 часов). Количество C. diphtheriae, 
адгезированных на клетках НEр-2, определяли 
путем высева смыва на 20% сывороточный агар 
с  последующим подсчетом среднего количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ) в  1  мл. 
Результаты. Все типовые и  биопленочные 
культуры исследованных штаммов токсигенных 
C.  diphtheriae обладали адгезивной активно-
стью разной степени выраженности. При этом 
наиболее высокие показатели адгезии обнару-
жены у  циркулирующего штамма C.  diphtheriae 
gravis tox+ (от  0,26 ± 0,01 до  203,3 ± 3,3  КОЕ/мл), 
что отличалось от аналогичных показателей 
у других исследованных штаммов (от 0,03 ± 0,003 
до  0,20 ± 0,01  КОЕ/мл). Наименьшей адгезив-
ной активностью при 2-часовой экспозиции 

культивирования обладали как типовая, так 
и биопленочные культуры штамма C. diphtheriae 
gravis tox+ № 6765, при 8- и  18-часовой  – штам-
мов C. diphtheriae gravis с «молчащим» tox-геном 
и  C.  diphtheriae mitis tox+ № 269. У  всех культур 
токсигенных штаммов C. diphtheriae способность 
к  адгезии в  динамике статистически значимо 
(р ≤ 0,05) увеличивалась к  8- и  18-му часу куль-
тивирования. Заключение. Наиболее выражен-
ные адгезивные свойства из всех исследованных 
токсигенных штаммов возбудителя дифтерии 
характерны для циркулирующего штамма 
C. diphtheriae gravis tox+.

Ключевые слова: Corynebacterium diphtheriaе, 
адгезия, типовые и биопленочные культуры

doi: 10.18786/2072-0505-2017-45-2-154-158

Циркуляция токсигенных штаммов 
Corynebacterium diphtheriae в популя-
ции сохраняется несмотря на прове-
дение вакцинопрофилактики дифте-

рийным анатоксином. Это связано с  тем, что 
он не содержит компонентов поверхностных 
структур бактериальной клетки, не способен 
прерывать процесс адгезии возбудителя дифте-
рии и, как следствие, формирование бактерио-
носительства [1].

Адгезия C.  diphtheriae играет важнейшую 
роль в колонизации возбудителем слизистой обо-
лочки зева, а это необходимое условие для даль-
нейшего развития инфекционного процесса [2]. 
Способность к  адгезии у  возбудителя дифтерии 
рассматривается как один из ведущих факто-
ров патогенности [3, 4]. Различная способность 
токсигенных штаммов C.  diphtheriae к  адгезии 

обусловлена непосредственно компонентами кле-
точной стенки, а  также поверхностными струк-
турами коринебактерий – пили (фимбрии), липо-
арабиноманнан (CdiLAM), поверхностные белки 
DIP0733 (или 67-72p) и  DIP1281 [5, 6]. Главным 
структурным компонентом коринебактерий, 
способствующим их адгезии, признаны пили 
(фимбрии), которые ковалентно связаны с пепти-
догликаном клеточной стенки. CdiLAM, распо-
ложенный на поверхности клеточной оболочки 
C. diphtheriae, определяет связывание с эпители-
альными клетками хозяина и  активирует ден-
дритные клетки и  Т-хелперы, взаимодействуя 
с  TLR2 [5, 7]. Белок DIP0733 (или 67-72p), обна-
руженный у  штаммов C.  diphtheriae, лишенных 
фимбрий [7–9], способен распознавать и  специ-
фически связываться не только с клетками респи-
раторного тракта, но и с эритроцитами человека, 
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вызывая их гемагглютинацию [8]. Токсигенные 
штаммы C. diphtheriae обладают более выражен-
ными адгезивными свойствами, чем нетоксиген-
ные [10].

Одним из факторов, предрасполагающих 
к  длительной персистенции бактерий в  чело-
веческом организме, считается их способность 
образовывать биопленки. Однако биопленко-
образующая активность возбудителя дифте-
рии в литературе описана не достаточно [11, 12]. 
Предположительно, способность к  биопленко-
образованию играет важную роль в  генезе ди-
фтерийного бактерионосительства. В  составе 
биопленки C.  diphtheriae обладают меньшими 
размерами, располагаясь в виде плотно сцеплен-
ных кластеров, покрытых общим матриксом. 
Они оказывают ингибирующее воздействие на 
функциональную активность макрофагов, инду-
цируя процессы их апоптоза, а также становятся 
более устойчивыми к воздействию антибиотиков 
[12–15].

В связи с  этим целью настоящего исследова-
ния было определение и  сравнительный анализ 
адгезивной активности типовых и биопленочных 
культур токсигенных штаммов C. diphtheriae.

Материал и методы
Исследованы типовые и  биопленочные (120- 
и 720-часовые) культуры штаммов: C. diphtheriae 
gravis tox+ № 665, C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, 
C.  diphtheriae mitis tox+ № 269, полученных из 
Государственного научно-исследовательского ин-
ститута стандартизации и контроля медицинских 
биологических препаратов им. Л.А.  Тарасевича; 
C.  diphtheriae gravis tox+, выделенного от боль-
ного с  диагнозом локализованной формы ди-
фтерии бактериологической лабораторией ФГУ 
«1002  центр государственного санитарно-эпиде-
миологического надзора Северо-Кавказского во-
енного округа» Минобороны России г. Ростова-
на-Дону; C.  diphtheriae gravis с  «молчащим» 
tox-геном (отрицательный в  тесте Элека и  поло-
жительный в полимеразной цепной реакции при 
определении гена дифтерийного токсина), пре-
доставленного МБУЗ «Городская больница №  1 
им. Н.А. Семашко города Ростова-на-Дону».

Культивирование штаммов C. diphtheriae осу-
ществляли в  стеклянных (гидрофильных) про-
бирках, содержащих 3  мл 20%  сывороточного 
бульона. Тестирование штаммов C.  diphtheriae 
на способность формировать биопленку прово-
дили по методике P. Watnick и  соавт. (2000) [16]. 
Предварительно по стандарту Мак-Фарланда го-
товили микробную взвесь C. diphtheriae густотой 

109  КОЕ/мл. Полученную микробную взвесь 
в разведении 1:100 вносили в объеме 0,1 мл в про-
бирки с 3 мл 20% сывороточного бульона и инку-
бировали в термостате при +37 °С 120 и 720 часов.

Способность к адгезии штаммов C. diphtheriae 
исследовали в  соответствии с  указаниями L.  Ott 
и  соавт. [3, 17] на культуре клеток карциномы 
фарингеального эпителия HEp-2 при различ-
ных временных экспозициях (2, 8, 18  часов). 
Непосредственно перед опытом C.  diphtheriae 
культивировали на кровяном агаре (рН 7,6–7,8) 
в  течение 18  часов. Взвесь C.  diphtheriae густо-
той 109 КОЕ/мл вносили в сывороточный бульон 
(рН  7,6–7,8), выдерживали в  термостате (+37  °С) 
в течение 24 часов. Готовили взвесь дифтерийных 
микробов в среде RPMI-1640 с добавлением 5% сы-
воротки эмбриональной бычьей в концентрации 
106 КОЕ/мл и по 1 мл вносили в лунки с разрежен-
ным монослоем HЕp-2. Количество C. diphtheriae, 
адгезированных на клетках НEр-2, определяли 
путем высева смыва на 20%  сывороточный агар 
с  последующим подсчетом среднего количества 
колониеобразующих единиц (КОЕ) в 1 мл. 

Статистический анализ результатов иссле-
дования проводили с  помощью программы 
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США) и MedCalc (версия 
9.3.5.0) по общеизвестным методам вариационной 
статистики с оценкой статистической значимости 
показателей и  различий по критерию Стьюдента 
для независимых выборок. Различия в  сравни-
ваемых группах считались достоверными при 
p ≤ 0,05. В тексте и таблицах результаты экспери-
ментов представлены в виде среднего арифмети-
ческого и стандартной ошибки среднего (M ± m).

Результаты
В проведенных нами ранее исследованиях [12, 15] 
установлено, что пик образования межмикроб-
ного матрикса музейным штаммом C. diphtheriae 
gravis tox+ №  665 приходился на ранние сроки 
(120-й  час культивирования), а  циркулирую-
щим  – на более поздние (720-й  час культивиро-
вания). В соответствии с этим и было проведено 
исследование адгезивных свойств 120- и  720-ча-
совых биопленочных культур различных токси-
генных штаммов C. diphtheriae.

Все типовые и биопленочные культуры иссле-
дованных токсигенных штаммов C.  diphtheriae 
обладали адгезивной активностью разной степе-
ни выраженности (таблица), при этом наиболее 
высокие показатели адгезии ((КОЕ ± m) × 102) сре-
ди всех культур обнаружены у циркулирующего 
штамма C. diphtheriae gravis tox+. Так, при 2-часовой 
экспозиции культивирования типовой культуры 
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циркулирующего штамма C.  diphtheriae gravis 
tox+ этот показатель составил 0,26 ± 0,01 КОЕ/мл, 
что отличалось (р ≤ 0,05) от результатов опреде-
ления адгезии других исследованных штаммов 
(от 0,03 ± 0,003 до 0,20 ± 0,01 КОЕ/мл). Аналогичные 
результаты получены при 8- и 18-часовых экспо-
зициях культивирования типовых и  биопленоч-
ных (120- и  720-часовых) культур C.  diphtheriae. 
Наименьшей адгезивной активностью при 2-ча-
совой экспозиции культивирования обладали как 
типовая, так и  биопленочные культуры штамма 
C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, при 8- и 18-часо-
вой – штаммов C. diphtheriae gravis с «молчащим» 
tox-геном и C. diphtheriae mitis tox+ № 269.

При исследовании адгезивных свойств типо-
вых и биопленочных (120- и 720-часовых) культур 
внутри каждой временной экспозиции (2, 8, 18 ча-
сов) при культивировании в течение 2 часов ста-
тистически значимых различий обнаружено не 
было. При 8-часовой экспозиции культивирова-
ния адгезивные свойства биопленочных культур 
исследованных штаммов C.  diphtheriae не изме-
нялись по сравнению с  типовыми, за исключе-
нием 720-часовых биопленочных культур штам-
мов C. diphtheriae gravis tox+ № 665 и C. diphtheriae 
mitis tox+ № 269, у  которых адгезивность снижа-
лась (р ≤ 0,05). К  18-му часу культивирования 
адгезивная активность увеличивалась (р ≤ 0,05) 
у  120- и  720-часовых биопленочных культур 

штамма C.  diphtheriae gravis tox+ (циркулирую-
щий), 120-часовой биопленочной культуры штам-
ма C.  diphtheriae gravis tox+ №  665 и  720-часовой 
биопленочной культуры штамма C.  diphtheriae 
mitis tox+ № 269. Снижение адгезивных свойств 
отмечено у 720-часовой биопленочной культуры 
С. diphtheriae gravis с «молчащим» tox-геном. 

Изучение способности к  адгезии в  динамике 
показало: и у типовых, и у биопленочных культур 
всех исследованных штаммов C.  diphtheriae она 
статистически значимо (р ≤ 0,05) увеличивалась 
к 8- и 18-му часу культивирования.

Обсуждение
Как известно, токсигенные штаммы возбуди-
теля дифтерии обладают более выраженными 
адгезивными свойствами, чем нетоксигенные. 
Однако процесс адгезии более интенсивно про-
текает у  убитых культур токсигенных штам-
мов C.  diphtheriae, чем у  живых, что сопряжено 
с  повреждающим действием дифтерийного эк-
зотоксина на клетки [3, 17]. В связи с этим в на-
шем исследовании мы использовали культуру 
клеток карциномы фарингеального эпителия 
НEр-2, не чувствительную к  действию токси-
на. Установлено, что при исследовании типо-
вых культур C.  diphtheriae наиболее высокие 
показатели адгезии при всех временных экс-
позициях обнаружены у  циркулирующего 

Адгезивные свойства типовых и биопленочных (120- и 720-часовых) культур штаммов Corynebacterium diphtheriae при различных экспозициях, (КОЕ ± m) × 102

Штаммы Типовые культуры 120-часовые биопленочные культуры 720-часовые биопленочные культуры 

2 часа 8 часов 18 часов 2 часа 8 часов 18 часов 2 часа 8 часов 18 часов

C. diphtheriae 
gravis tox+ 
(цирку-
лирующий)

0,26 ± 0,01 33,3 ± 3,3** 193,3 ± 3,3** 0,24 ± 0,01 32,3 ± 3,3** 203,3 ± 3,3*, ** 0,26 ± 0,01 34,12 ± 0,14** 201,41 ± 
0,35*, **

C. diphtheriae 
gravis tox+ 
№ 665

0,13 ± 0,01 26,8 ± 0,36** 113,3 ± 3,3** 0,14 ± 0,01 27,8 ± 0,36** 120,0 ± 0,01*, ** 0,17 ± 0,02 20,72 ± 0,24*, ** 112,0 ± 0,1**

C. diphtheriae 
gravis tox+ 
№ 6765

0,03 ± 0,003 20,2 ± 2,86** 60,0 ± 5,8** 0,096 ± 0,01 20,2 ± 2,87** 61,0 ± 0,6** 0,05 ± 0,05 19,87 ± 0,17** 60,6 ± 0,57**

C. diphtheriae 
gravis 
с «молчащим» 
tox-геном

0,20 ± 0,01 14,5 ± 0,1** 27,7 ± 0,34** 0,21 ± 0,01 13,7 ± 0,1** 26,7 ± 0,31** 0,19 ± 0,01 15,96 ± 0,08** 18,0 ± 0,01*, **

C. diphtheriae mitis 
tox+ № 269

0,17 ± 0,01 18,02 ± 0,04** 18,9 ± 0,27** 0,22 ± 0,09 17,8 ± 0,04** 19,6 ± 0,22** 0,23 ± 0,01 13,03 ± 0,14*, ** 25,0 ± 0,01*, **

 * Статистическая значимость отличий (p ≤ 0,05) между типовыми и биопленочными культурами внутри каждой временной экспозиции
** Статистическая значимость отличий (p ≤ 0,05) между экспозициями 2 часа и 8 часов, 2 часа и 18 часов для каждой культуры (типовой и биопленочной)

Альманах клинической медицины. 2017 Март-апрель; 45 (2): 154–158

156 Оригинальные статьи



Литература
 1. Харсеева  ГГ, Москаленко  ЕП, Трухачев  АЛ, 

Митрофанова  ТВ. Патогенные свойства 
С.  diphtheriae, циркулирующих в  г. Росто-
ве-на-Дону и  Ростовской области в  меж-
эпидемический период. Журнал микробио-
логии, эпидемиологии и  иммунобиологии. 
2006;(6): 6–9.

 2. Костюкова НН, Карась СР. Адгезивная актив-
ность дифтерийных штаммов в зависимости 
от особенностей вызываемого ими инфек-
ционного процесса. Журнал микробиоло-
гии. 1991;(11): 24–7.

 3. Ott L, Höller M, Gerlach RG, Hensel M, Rhein-
laender  J, Schäffer  TE, Burkovski  A. Coryne-
bacterium diphtheriae invasion-associated 
protein (DIP1281) is involved in cell surface 
organization, adhesion and internalization in 
epithelial cells. BMC Microbiol. 2010;10:2. doi: 
10.1186/1471-2180-10-2.

 4. Rogers  EA, Das  A, Ton-That  H. Adhesion by 
pathogenic corynebacteria. Adv Exp Med Biol. 
2011;715:91–103. doi: 10.1007/978-94-007-
0940-9_6.

 5. Burkovski  A. Cell envelope of corynebacte-
ria: structure and influence on pathogenic-
ity. ISRN Microbiol. 2013;2013:935736. doi: 
10.1155/2013/935736.

 6. Mandlik A, Swierczynski A, Das A, Ton-That H. 
Pili in Gram-positive bacteria: assembly, in-
volvement in colonization and biofilm devel-

opment. Trends Microbiol. 2008;16(1): 33–40. 
doi: 10.1016/j.tim.2007.10.010.

 7. Moreira  LO, Mattos-Guaraldi  AL, Andrade  AF. 
Novel lipoarabinomannan-like lipoglycan 
(CdiLAM) contributes to the adherence of 
Corynebacterium diphtheriae to epithelial 
cells. Arch Microbiol. 2008;190(5): 521–30. doi: 
10.1007/s00203-008-0398-y.

 8. Colombo  AV, Hirata R Jr, de Souza  CM, Mon-
teiro-Leal  LH, Previato  JO, Formiga  LC, An-
drade  AF, Mattos-Guaraldi  AL. Corynebacteri-
um diphtheriae surface proteins as adhesins 
to human erythrocytes. FEMS Microbiol Lett. 
2001;197(2): 235–9. doi: 10.1111/j.1574-
6968.2001.tb10609.x.

 9. Sabbadini  PS, Assis  MC, Trost  E, Gomes  DL, 
Moreira  LO, Dos Santos  CS, Pereira  GA, 
Nagao  PE, Azevedo  VA, Hirata Júnior  R, Dos 
Santos AL, Tauch A, Mattos-Guaraldi AL. Cory-
nebacterium diphtheriae 67-72p hemagglu-
tinin, characterized as the protein DIP0733, 
contributes to invasion and induction of apop-
tosis in HEp-2 cells. Microb Pathog. 2012;52(3): 
165–76. doi: 10.1016/j.micpath.2011.12.003.

 10. Харсеева  ГГ, Алиева  АА. Адгезия 
Corynebacterium diphtheriaе: роль поверх-
ностных структур и  механизм формирова-
ния. Журнал микробиологии, эпидемиоло-
гии и иммунобиологии. 2014;(4): 109–17.

 11. Sued  BP,  Pereira  PM, Faria  YV, Ramos  JN, Bi-
natti VB, Santos KR, Seabra SH, Hirata R Júnior, 

Vieira  VV, Mattos-Guaraldi  AL, Pereira  JA. 
Sphygmomanometers and thermometers as 
potential fomites of Staphylococcus haemolyt-
icus: biofilm formation in the presence of an-
tibiotics. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2017;112(3): 
188–95. doi: 10.1590/0074-02760160381.

 12. Харсеева  ГГ, Миронов  АЮ, Фролова  ЯН, 
Лабушкина  АВ. Биологические свойства 
Сorynebacterium diphtheriaе в составе био-
пленки. Иммунопатология, аллергология, 
инфектология. 2012;(4): 88–91.

 13. Pizarro-Cerdá  J, Cossart  P.  Bacterial adhesion 
and entry into host cells. Cell. 2006;124(4): 
715–27. doi: 10.1016/j.cell.2006.02.012.

 14. Харсеева  ГГ, ред. Дифтерия: микробиоло-
гические и  иммунологические аспекты. 
М.: Практическая медицина; 2014. 241 с.

 15. Харсеева ГГ, Миронов АЮ, Фролова ЯН, Ла-
бушкина АВ. Способность к формированию 
биопленки возбудителем дифтерии. Клини-
ческая лабораторная диагностика. 2013;(2): 
36–8.

 16. Watnick  P,  Kolter  R. Biofilm, city of microbes. 
J Bacteriol. 2000;182(10): 2675–9. doi: 10.1128/
JB.182.10.2675-2679.2000.

 17. Ott  L, Höller  M, Rheinlaender  J, Schäffer  TE, 
Hensel  M, Burkovski  A. Strain-specific dif-
ferences in pili formation and the interac-
tion of Corynebacterium diphtheriae with 
host cells. BMC Microbiol. 2010;10:257. doi: 
10.1186/1471-2180-10-257.

References
 1. Harseeva  GG, Moskalenko  EP,  Truhachev  AL, 

Mitrofanova  TV. Pathogenic properties of 
Corynebacterium diphtheriae circulating in 
Rostov-on-Don city and Rostov Region during 
interepidemic period. Journal of Microbiology, 
Epidemiology and Immunobiology. 2006;(6): 
6–9. Russian.

 2. Kostyukova NN, Karas' SR. Adhesivity of diph-

theria strains depending on specifics of relat-

ed infectious process. Journal of Microbiology. 

1991;(11): 24–7. Russian.

 3. Ott L, Höller M, Gerlach RG, Hensel M, Rhein-

laender  J, Schäffer  TE, Burkovski  A. Coryne-

bacterium diphtheriae invasion-associated 
protein (DIP1281) is involved in cell surface 
organization, adhesion and internalization in 
epithelial cells. BMC Microbiol. 2010;10:2. doi: 
10.1186/1471-2180-10-2.

 4. Rogers  EA, Das  A, Ton-That  H. Adhesion by 
pathogenic corynebacteria. Adv Exp Med Biol. 

штамма C. diphtheriae gravis tox+, низкие – у штам-
мов C.  diphtheriae gravis tox+ №  6765 (при экспо-
зиции 2 часа), а также C. diphtheriae gravis с «мол-
чащим» tox-геном и C. diphtheriae mitis tox+ № 269 
(при экспозиции 8 и 18 часов). Аналогичные ре-
зультаты получены при изучении биопленоч-
ных культур C.  diphtheriae. Таким образом, ад-
гезивный потенциал циркулирующего штамма 
C. diphtheriae gravis tox+, выделенного от больного, 
выше такового не только штаммов биовара mitis, 
но и  музейных C.  diphtheriae gravis tox+, а  так-
же штамма C.  diphtheriae gravis с  «молчащим» 
tox-геном, не способного продуцировать токсин. 
Поскольку межмикробный матрикс при фор-
мировании биопленки возбудителем дифтерии 

имеет преимущественно белковую природу, мож-
но предположить, что в его образовании важную 
роль играют адгезины.

Заключение
Наиболее выраженные адгезивные свойства из 
всех исследованных токсигенных штаммов воз-
будителя дифтерии обнаружены у  циркулирую-
щего штамма C. diphtheriae gravis tox+, у которого 
высока и интенсивность биопленкообразования. 
Выраженная способность к  адгезии и, как след-
ствие, к  биопленкообразованию позволяет воз-
будителю колонизировать слизистую оболочку 
зева и длительно персистировать в организме при 
бактерионосительстве. 
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Adhesivity оf standard and biofilm cultures of 
toxigenic Corynebacterium diphtheriaе strains

Background: Adhesion and ability to form a  bio-
film are considered among the leading patho-
genicity factors of Corynebacterium diphtheriaе, 
responsible for bacterial carriage. It is exactly 
bacterial carriage that ensures the circulation of 
diphtheria pathogen strains in the inter-epidem-
ic periods. Aim: To assess and compare adhesiv-
ity of standard and biofilm cultures of toxigenic 
C. diphtheriae strains. Materials and methods: We 
studied standard and biofilm (120  and 720  hour) 
cultures of C.  diphtheriae strains. Their ability to 
form a  biofilm was tested according to P. Watnick 
(2000). Adhesivity was assessed in the pharyngeal 
epithelial carcinoma Hep-2 cell culture with various 
time exposures (2, 8, and 18  hours). The amounts 
of C. diphtheriae adhered to Нер-2 cells were mea-
sured by culturing the swabs in the 20% serum agar 
with subsequent calculation of mean numbers of 
colony-forming units (CFU) per 1  mL. Results: All 
standard and biofilm cultures of the studied toxi-
genic strains of C. diphtheriae had adhesive proper-
ties of various degrees. The highest adhesivity was 

found in a  circulating strain C.  diphtheriae gravis 
tox+ (from 0.26 ± 0.01 to 203.3 ± 3.3 CFU/mL), which 
differed from the same parameters in other strains 
studied (from 0.03 ± 0.003 to 0.20 ± 0.01  CFU/mL). 
The lowest adhesivity after a 2-hour exposure was 
found both in the standard and biofilm cultures of 
C.  diphtheriae gravis tox+ 6765, whereas after the 
exposure of 8 and 18  hours, the lowest adhesion 
properties were demonstrated by C.  diphtheriae 
gravis with a “silent” tox gene and C. diphtheriae mi-
tis tox+ 269. All cultures of toxigenic C. diphtheriae 
strains showed a  statistically significant increase 
in their adhesivity (р ≤ 0.05) by 8 and 18  hour of 
cultivation. Conclusion: Circulating C.  diphtheriae 
gravis tox+ strain demonstrated the highest adhe-
sivity among all toxigenic strains of the diphtheria 
pathogens studied. 

Key words: Corynebacterium diphtheriaе, adhesion, 
typical and biofilm cultures 
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Методика расчета энергетической ценности 
питательных сред на основе стехиометрических 
закономерностей процесса биологического окисления
Хохлова О.Б.1 • Кузнецова Е.Д.1 • Сапожникова Н.Г.1

Предлагаемая методика расчета энергетиче-
ской ценности питательных сред использует 
стехиометрические закономерности реакций 
биологического окисления в  клетке и  позво-
ляет оценить пищевую ценность органических 
субстратов на основе их элементного состава. 
В третьей стадии катаболизма, универсальном 
пути биологического окисления органиче-
ских соединений, являющихся питательными 
субстратами, участвуют три элемента-органо-
гена: углерод, водород и  кислород. Их содер-
жание в  составе органического соединения 
(пищевого субстрата) позволяет рассчитать 
количество энергии, превращенной в  работу 
в  процессе метаболизма клетки. Идея расчета 
энергетической ценности пищевого субстрата 
опирается на принцип энергетического сопря-
жения, согласно которому в  клетке полезная 
энергия пищевых субстратов аккумулируется 

в  макроэргических связях аденозинтрифосфа-
та (АТФ), образованных за счет биологическо-
го окисления данного субстрата. При расчете 
пищевой ценности органических субстратов 
традиционно используется величина энергии 
абиотического окисления. Доля полезной энер-
гии, превращенной в  работу, в  данном случае 
не рассматривается. Проблема применения 
данного подхода в том, что количество АТФ рас-
считано только для нескольких универсальных 
метаболитов, путь окисления которых известен 
(пировиноградная кислота, уксусная кислота). 
Предложенная нами методика опирается на 
стехиометрические закономерности и  позво-
ляет рассчитать количество АТФ по элемент-
ному составу соединений или массовым долям 
углерода, водорода и  кислорода. Pезультаты 
расчета энергии биологического окисления 
по нашей методике совпадают с  данными 

литературы для метаболитов процесса биоло-
гического окисления в  цикле трикарбоновых 
кислот. Представленная методика, опираясь на 
состав соединений, позволяет рассчитать энер-
гетическую ценность для любого пищевого суб-
страта или питательной среды, содержащей са-
мые разнообразные органические соединения, 
в том числе и в случае, когда их метаболический 
путь биологического окисления неизвестен 
и расчет биоэнергетической ценности не пред-
ставляется возможным.

Ключевые слова: аденозинтрифосфат (АТФ), 
стехиометрические соотношения, биологиче-
ское окисление, энергетическое сопряжение, 
метаболиты, глюкоза, пируват
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Питательные среды для микроорганиз-
мов, а  также пищевые продукты более 
высокоорганизованных биологических 
структур, включая человека, являются 

органическими соединениями, содержащими сол-
нечную энергию, аккумулированную в  процессе 
фотосинтеза, и  служат источником энергии для 
гетеротрофов. Требования, предъявляемые к  ми-
кробным питательным средам, помимо прочих ус-
ловий (содержание воды и элементов питания, кис-
лотность среды, окислительно-восстановительный 
потенциал) должны учитывать энергетическую 
ценность субстрата как источника питания [1–3]. 
Если критерии содержания минеральных элемен-
тов достаточно просто определить по элементному 
составу самих микроорганизмов, то подбор орга-
нических соединений может вызывать затрудне-
ние [1, 2]. Во-первых, органические соединения 
при нешироком разнообразии качественного со-
става, включающего основные элементы-органо-
гены, обнаруживают бесконечное разнообразие 
строения и  количественного состава. Во-вторых, 

они содержат различное количество энергии, не-
обходимой для гетеротрофов, к  которым, в  част-
ности, относятся патогенные микроорганизмы [1, 
2]. Именно поэтому при подборе органических 
компонентов для питательных сред целесообраз-
но учитывать не только вещественный состав ор-
ганической компоненты, но и  ее энергетический 
потенциал. Классический подход для оценки энер-
гии, аккумулированной в  органическом веществе 
субстрата, базируется на расчете теплоты реакции 
полного абиотического окисления (сгорания) орга-
нического вещества до СО₂ и Н₂О. На этом процес-
се построены все расчеты энергетической ценности 
для микробных сред, а также пищевого рациона че-
ловека. Однако данный подход не учитывает раз-
личия между биологическим и абиотическим окис-
лением. Так, при стандартных условиях теплота 
сгорания глюкозы составляет ΔG = 2816 кДж/моль, 
а  при полном биологическом окислении в  клетке 
в  макроэргических связях аденозинтрифосфата 
(АТФ) аккумулируется всего ΔG = 1098  кДж/моль, 
остальное рассеивается в  виде тепла [4]. Таким 
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образом, клеткой в  свободную энергию, способ-
ную совершать работу, трансформируется менее 
40%  потенциальной энергии, аккумулированной 
в глюкозе.

Это явление давно известно  – еще в  середи-
не ХХ  века были открыты биоэнергетические за-
кономерности трансформации энергии в  клетке 
(А.Н. Бах, Г. Кребс, В.А. Энгельгардт, В.И. Палладин, 
С.Е.  Северин, В.П.  Скулачев и  др.). На их основе 
был сформулирован принцип энергетического 
сопряжения, согласно которому в клетке все про-
цессы с затратой энергии идут за счет энергии эк-
зотермических, а точнее, экзергонических реакций. 
Экзергоническими называют реакции биологиче-
ского окисления, идущие с  выделением энергии. 
Основная часть энергии выделяется на третьей 
стадии катаболизма, включающей окислительное 
декарбоксилирование пирувата и  цикл трикарбо-
новых кислот. Этот путь является общим для ге-
теротрофов, использующих энергию органических 
субстратов. Перенос энергии от одних процессов 
к  другим осуществляется через универсального 
посредника АТФ, в  концевой ангидридной связи 
которого аккумулируется примерно 30,5 кДж/моль 
[4]. Следовательно, рассчитав количество АТФ, ко-
торое образуется в организме за счет полного био-
логического окисления органического субстрата 
до углекислого газа, можно рассчитать биоэнерге-
тическую ценность данного соединения. А значит, 
критерием энергетической ценности данного пи-
тательного субстрата может служить количество 
АТФ [4–6]. Из этого следует, что питательная цен-
ность органического субстрата, рассчитанная че-
рез энергию абиотического окисления, не может 
служить объективным показателем его энергети-
ческой ценности. Тем не менее сегодня при расчете 
питательной или энергетической ценности любого 
пищевого продукта (в том числе питательных сред) 
по-прежнему используют энергетические расче-
ты абиотического окисления. Проблема в том, что 
количество АТФ, которое может быть образовано 
в  результате полного биологического окисления 
субстрата, получено только для основных метабо-
литов, поскольку пути их трансформации в клетке 
хорошо изучены. Многообразие же органических 
соединений, как и метаболических путей микроор-
ганизмов, затрудняет такую оценку.

С нашей точки зрения, эти расчеты можно 
максимально унифицировать, если использовать 
законы стехиометрии, лежащие в  основе любых 
химических превращений (количественное соот-
ношение всех элементов до и  после превращения 
должно быть неизменным). Исходя из элемент-
ного состава любого органического соединения, 

рассчитывается количество АТФ, которое может 
синтезироваться в  клетке в  результате полного 
окисления данного соединения. Количество био-
генной энергии напрямую зависит от содержания 
и  соотношения элементов-органогенов: водорода, 
углерода и кислорода [4]. На данной стадии ката-
болизма участвуют только эти три элемента. Их 
содержание рассчитывается исходя из общего со-
става соединения, куда входят и другие элементы, 
в  том числе азот. Классические расчеты энергии 
биологического окисления основных метаболитов 
хорошо известны, для углеводов они опираются на 
реакции гликолиза (аэробное окисление глюкозы 
до пирувата), окислительное декарбоксилирование 
пирувата до ацетата и  полное окисление ацетата 
в цикле трикарбоновых кислот до СО₂. Полученная 
в этих процессах энергия в виде «горячих» электро-
нов передается в дыхательную цепь, где использу-
ется в  конечном итоге для синтеза АТФ. Энергия 
двух электронов идет на синтез не более трех мо-
лекул АТФ [4, 6–8]. Следует учитывать, что в клетке 
все ферментативные реакции окисления сопрово-
ждаются снятием не только электронов, но и про-
тонов (Н+) с  окисляемого субстрата (2Н+ + 2ē). За 
основу расчетов мы взяли следующее соотношение: 
снятие двух протонов и двух электронов с субстра-
та в процессе биологического окисления обеспечи-
вает энергию для синтеза трех молекул АТФ [4, 8].

Все вышесказанное позволяет рассчитать ко-
личество АТФ, синтезируемого за счет энергии 
биологического окисления, на основе стехиоме-
трических закономерностей данных реакций по 
количеству элементного водорода в  органическом 
соединении. Однако рассчитать количество АТФ 
только на основе количества водорода в  составе 
органической молекулы невозможно. В  процессах 
биологического окисления участвуют протоны, 
полученные не только из органического субстрата, 
но и из воды, которая является метаболитом в дан-
ных процессах и  служит источником кислорода 
для превращения органического углерода в  СО₂. 
На образование СО₂ в  процессах биологического 
окисления идет не молекулярный кислород возду-
ха, как в процессе горения, а элементный кислород, 
входящий в  состав органического (питательно-
го) субстрата, и  элементный кислород воды [4, 7, 
8]. С  помощью стехиометрии можно рассчитать 
количество воды, необходимой для полного окис-
ления органического соединения, по количеству 
углерода в органическом субстрате и соответствен-
но по количеству СО₂, выделившегося в процессе 
биологического окисления. Таким образом, ко-
личество воды напрямую зависит от содержания 
элементного кислорода в органическом субстрате. 
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Например, метан СН₄ первоначально окисляет-
ся до СН₃ОН, в процессе участвует одна молекула 
Н₂О, при этом происходит снятие 2ē, одного про-
тона от субстрата и второго протона от молекулы 
воды. Передача двух протонов и электронов в цепь 
дыхания обеспечивает образование трех молекул 
АТФ [4, 7, 8]. Согласно стехиометрии то же коли-
чество всех составляющих, выраженное в  молях, 
эквивалентно энергии 91,5 кДж/моль. При полном 
окислении метанола до СО₂ количество протонов 
равно 8, количество АТФ – 12, количество биоген-
ной энергии – 366 кДж/моль. Для всех универсаль-
ных метаболитов заключительной стадии катабо-
лизма, энергия биологического окисления которых 
известна и пути биологического окисления хорошо 
изучены, расчеты, проведенные по предложенной 
методике, совпадают с  данными литературы. Так, 
биологическое окисление основного энергетиче-
ского метаболита – глюкозы – до пирувата в про-
цессе аэробного гликолиза предоставляет энергию 
для синтеза 6 молекул АТФ в процессе окислитель-
ного фосфорилирования. Далее идет окислитель-
ное декарбоксилирование пирувата до ацетата 
с выделением энергии для 3 молекул АТФ (2 моле-
кулы пирувата  – 6  АТФ). В  цикле трикарбоновых 
кислот идет полное окисление ацетата до СО₂, вы-
деляется энергия для синтеза 15 молекул АТФ как 
в  процессе окислительного, так и  субстратного 
фосфорилирования (2 молекулы ацетата, соответ-
ственно, эквивалентны 30  АТФ). Следовательно, 
при полном биологическом окислении глюкозы вы-
деляется энергия, аккумулированная в  концевых 
макроэргических связях 36 молекул АТФ [4, 7, 8].

Расчет энергии полного биологического окис-
ления глюкозы по предложенной методике сво-
дится к  следующей схеме: в  процессе полного 
биологического окисления глюкозы С₆Н₁₂О₆ об-
разуется  6  СО₂. Для этого требуется 12  атомов 
кислорода, 6  из которых предоставляет глюко-
за, а  остальные 6  – вода. В  результате выделяется 
24Н (Н+ + ē). Каждая пара водорода (Н+ + ē) предо-
ставляет энергию для синтеза 3 молекул АТФ. 24Н 
(12 пар) = 36 АТФ = 1098 кДж/моль. Расчет энергии 
для ацетата дает 12 АТФ, для пирувата – 15 АТФ. 
Это полностью соответствует приведенным выше 
данным литературы.

Предлагаемая методика позволяет только на ос-
нове элементного состава органического субстра-
та, без изучения путей биологического окисления, 
рассчитать биоэнергетическую ценность любого 
органического соединения. Методику расчета, если 
известен элементный состав конкретного соедине-
ния, можно свести к  алгоритму, представленному 
в таблице.

В конечном итоге расчет сводится к следующей 
стехиометрической формуле:

Е = 183С + 45,75Н - 91,5О (кДж/моль) (1),

где С, Н и О – атомные доли или индексы эле-
ментов углерода, водорода и кислорода в молекуле 
органического субстрата.

Если известны массовые доли элементов в  ве-
ществе, то формула приобретает следующий вид:

Е = (15,25С + 45,75Н - 5,71875О)

                   
 (С + Н + О)                     

(кДж/г) (2),

где С, Н, О – массовые доли элементов углерода, 
водорода и кислорода в веществе (%).

Таким образом, предлагаемая методика и про-
веденный анализ данных литературы позволяют 
использовать для оценки энергетической ценно-
сти питательных сред и пищевых продуктов расчет 
биогенной энергии через количество АТФ, которое 
может синтезироваться клеткой за счет энергии 
полного биологического окисления данного суб-
страта. На основе стехиометрических закономер-
ностей химических реакций можно рассчитать 
количество АТФ для любого питательного орга-
нического субстрата, включающего в  свой состав 
элементы-органогены  – углерод, водород и  кис-
лород. Новизна методики заключается в  том, что 
в  стехиометрических расчетах помимо элемент-
ного водорода органического субстрата учитыва-
ется элементный водород метаболической воды, 
необходимой для полного окисления субстрата. 
Предложенная методика реализуется в  представ-
ленных формулах (1, 2), по которым, зная элемент-
ный состав органического субстрата, можно рас-
считать его пищевую ценность для гетеротрофных 
микроорганизмов. Безусловно, данная методика 

Состав органической молекулы СmНnОz*

Количество углекислого газа, образованного 
в результате полного биологического 
окисления углерода молекулы

m СО₂

Количество атомов кислорода, необходимое 
для окисления углерода

2m

Количество воды как источника кислорода, 
недостающего для окисления углерода 

(2m - z) H₂O

Суммарное количество атомов водорода, 
полученное в результате полного 
окисления углерода, эквивалентно 
количеству электронов – источника 
энергии для синтеза АТФ (1Н+ = 1ē)

(n + 4m - 2z) H

Количество АТФ, синтезированное за счет 
данного количества энергии водорода

3(n + 4m - 2z) / 2 
АТФ

Алгоритм расчета 
энергии органической 
молекулы, аккумули-
рующейся в аденозин-
трифосфате, в про-
цессе биологического 
окисления

АТФ – аденозинтри-
фосфат
* m, n, z – количество ато-
мов углерода, водорода 
и кислорода в молекуле 
соответственно
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The method for calculation of the energy density of culture media 
based on stoichiometrical patterns of the biological oxidative process

The proposed method for calculation of the energy 
value of culture media is based on stoichiometric 
properties of biological oxidative reactions in the 
cell and allows for assessment of the nutritional val-
ue of organic substrates with consideration of their 
elemental composition. Three organogen elements 
(carbon, hydrogen and oxygen) participate in the 
third stage of catabolism, which is the universal way 
of biological oxidation of organic nutritive substrate 
compounds. Their content in the composition of an 
organic compound (or food substrate) allows for 
calculation of the amount of energy converted into 
work during cellular metabolism. The idea to calcu-
late the energy value of a food substrate is based on 
the principle of energetic conjugation, according to 
which the useful energy of food substrates within 
the cell is accumulated in the energy-rich adenos-
ine triphosphate (ATP) bonds formed by biological 
oxidation of the substrate. Calculation of the energy 
values of organic substrate is traditionally based on 
the energy of the abiotic oxidation. The proportion 
of the useful energy converted into work is not con-
sidered in this case. The inherent problem of this 

approach is that the amount of ATP has been cal-
culated only for several universal metabolites with 
known oxidative pathways, such as pyruvate and 
acetate. The proposed method is based on stoichio-
metric patterns and makes it possible to calculate 
the amount of ATP from the elemental composition 
of compounds and the mass fractions of carbon, 
hydrogen and oxygen. The results of calculation of 
biological oxidation energy obtained by this meth-
od coincide with the published data on biological 
oxidation metabolites in the citric acid cycle. The 
presented method, based on the composition of 
the compounds, allows for calculation of the energy 
value of any food substrate or culture medium con-
taining a  variety of organic compounds, including 
the case when their metabolic pathway of biologi-
cal oxidation is unknown and the calculation of the 
bioenergetic value seems impossible.

Key words: adenosine triphosphate (ATP), stoichio-
metric ratio, biological oxidation, energetic conju-
gation, metabolite, glucose, pyruvate
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имеет ряд ограничений. Так, расчет энергии про-
водится для стандартных условий (давление, тем-
пература, концентрация) и  при их изменении 
количество энергии будет меняться. Не каждый 
путь протонов и  электронов в  дыхательной цепи 

соответствует стехиометрии 2Н+ + 2ē / 3 АТФ. 
Однако при всех ограничениях предложенная ме-
тодика позволяет достаточно легко и  точно рас-
считать полезную энергию пищевых субстратов на 
основе их элементного состава. 
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Анализ люминесценции  
в мутных биологических средах

Гусева И.А.1, 2 • Рогаткин Д.А.1, 3 • Бувалая Е.С.1, 4

Актуальность. Количественный люминес-
центный анализ широко используется в  био-
логии, лабораторной диагностике и  клиниче-
ской медицине для исследования объектов 
на различных уровнях. Однако существующие 
упрощенные алгоритмы расчета концентра-
ции люминофоров в  разбавленных линейных 
растворах не могут быть применены к услови-
ям мутных сред с  сильным светорассеянием, 
к которым относятся большинство живых био-
логических тканей. Сегодня развитие люми-
несцентного анализа в медицине идет по пути 
создания неразрушающих и  неинвазивных 
методик контроля in vivo. В  этой связи вопрос 
о  постановке задачи исследования и  разра-
ботки алгоритмов вычислений концентрации 
люминофоров по регистрируемым спектрам 
люминесценции в условиях мутных сред пред-
ставляется актуальным. Цель  – формулировка 
и  обоснование задачи разработки алгоритмов 
вычислений концентрации люминофоров по 
регистрируемым спектрам люминесценции 
в  условиях оптически мутных сред. Материал 
и методы. Рассматривалось физико-математи-
ческое моделирование процесса формирова-
ния вынужденного излучения флюоресценции 
в светорассеивающей среде на основе модифи-
цированной двухпотоковой модели Кубелки  – 
Мунка. Проводилась серия лабораторных 

экспериментов с макрооднородными светорас-
сеивающими модельными средами на основе 
натуральных препаратов крови для выяснения 
характера реальной зависимости регистрируе-
мой с поверхности оптически мутной биологи-
ческой среды интенсивности флюоресценции 
от фактора светорассеяния и  концентрации 
флюорофора в  среде. Результаты. И  теоре-
тические, и  экспериментальные результаты 
демонстрируют сложную нелинейную за-
висимость регистрируемой интенсивности 
флюоресценции от оптических свойств среды 
и  концентрации флюорофора в  среде. Эта за-
висимость сильно отличается от известного 
линейного решения Паркера для прозрачных 
сред, что приводит к  невозможности его при-
менения в  условиях оптически мутных сред. 
Заключение. Необходимо дальнейшее разви-
тие исследований в  направлении поиска зам-
кнутого аналитического решения обратной 
задачи оптики светорассеивающих и флюорес-
цирующих сред для вычисления по регистри-
руемому потоку люминесценции концентрации 
люминофора в светорассеивающей среде. 

Ключевые слова: спектроскопия, люминес-
ценция, концентрация, оптически мутная среда
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Явление люминесценции основано на 
возбуждении атомов и/или молекул, 
возникающем в среде вследствие пере-
хода электронов на новый энергетиче-

ский уровень после поглощения энергии пада-
ющих фотонов и  переизлучения квантов света 
с  большей длиной волны при переходе возбуж-
денных атомов и/или молекул назад в основное 
состояние [1]. В зависимости от энергетического 
уровня, с которого атом или молекула переходит 
в основное состояние, люминесценцию принято 
разделять на флюоресценцию и  фосфоресцен-
цию [2]. Регистрируя излучение люминесценции, 
можно получать информацию о  содержании 
и динамике накопления различных люминофо-
ров в клетках и тканях [3, 4]. Методы люминес-
центного анализа нашли широкое применение 
в  области исследования биологических сред на 
различных уровнях благодаря их высокой чув-
ствительности [1, 3]. Самые простые качествен-
ные методы анализа используются для визуаль-
ного определения факта наличия тех или иных 
веществ в  объекте [1, 5]. Но современные ком-
пьютеризированные лабораторные спектраль-
ные приборы позволяют осуществлять и  коли-
чественный анализ состава исследуемых сред, 
для чего используют различные калибровочные 
кривые и/или аналитические модели расчета 
концентраций люминофоров в растворах [3–6].

Сегодня развитие люминесцентного анализа 
в медицине идет уже по пути создания неразру-
шающих и неинвазивных методик мониторинга 
и контроля in vivo [4, 7]. В частности, такие мето-
дики лазерной флюоресцентной спектроскопии 
находят свое применение в диагностике при про-
цедурах фотодинамической терапии, во  флюо-
ресцентной навигации при хирургическом 

удалении опухолей головного мозга, в контроле 
потребления лекарственных препаратов, оценке 
содержания коллагена в тканях, порфирина при 
гипоксических состояниях и  т.д. [7–11]. Однако 
существующие упрощенные алгоритмы кали-
бровки и  расчета концентрации люминофоров 
в  разбавленных линейных растворах in vitro не 
могут быть применены к условиям мутных сред 
с  сильным светорассеянием. А  к  таким средам 
относятся большинство живых биологических 
тканей. В  этой связи важным представляется 
вопрос о постановке задачи исследования и раз-
работки алгоритмов вычислений концентрации 
люминофоров по регистрируемым спектрам лю-
минесценции в условиях мутных сред. Особенно 
актуален количественный анализ при определе-
нии содержания витаминов, гормонов, анти-
биотиков в  таких биологических объектах, как 
кровь, моча, мягкие ткани и др. [5, 6].

В данной статье формулируется и  обосно-
вывается проблема количественного определе-
ния концентрации люминесцирующих веществ 
в  мутных биологических тканях и  средах на 
примере лазерной флюоресцентной спектроско-
пии в режиме регистрации обратно рассеянного 
света.

Материал и методы
Проводилась серия лабораторных экспери мен тов 
с  модельными средами для выяснения характе-
ра существующей зависимости регистрируемой 
с поверхности оптически мутной биологической 
среды интенсивности флюоресценции от факто-
ра светорассеяния. В  качестве модельной среды 
использовались гомогенные растворы разных 
концентраций в  диапазоне 0–350  нг/мл фтало-
цианина алюминия в физиологическом растворе 

Рис. 1. Геометрия измерения флюоресценции с поверхности 
модельных растворов с помощью оптоволоконного зонда 
в режиме регистрации обратно рассеянного излучения

Рис. 2. Лазерный диагностический комплекс ЛАКК-М
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(стандартный флюоресцирующий препарат-фо-
тосенсибилизатор Фотосенс, разрешенный для 
клинического применения), в  которые добавля-
лись различные небольшие объемы крови груп-
пы 1 – 0,6, 1,15 и 2,3% от общего объема раство-
ра. Полученные модельные среды-суспензии 
помещались в  микропробирку объемом 1,5  мл. 
К ее поверхности подводился дистальный конец 
диагностического оптоволоконного зонда реги-
стрирующей лазерной спектроскопической си-
стемы ЛАКК-М. В отличие от использовавшихся 
в  нашей предыдущей теоретической работе [12] 
искусственных светорассеивающих модельных 
мер с  одной большой неоднородностью внутри, 
которые моделировали опухоль, в данном иссле-
довании изучалась макрооднородная светорассе-
ивающая модельная среда на основе натуральных 
препаратов крови.

Измерения спектров флюоресценции про-
водились с  помощью многофункциональ-
ного лазерного спектроскопического ком-
плекса ЛАКК-М [8], который имеет в  своем 
составе канал регистрации флюоресценции 
(рис. 1). Комплекс ЛАКК-М разрешен к примене-
нию в  медицине именно для целей неинвазив-
ной лазерной клинической диагностики in vivo. 
Режим работы комплекса в  данном исследова-
нии – «Флюоресценция» (рис. 2).

Для возбуждения флюоресценции в  иссле-
дуемых объектах комплекс оснащен тремя ма-
ломощными непрерывными лазерами с  разны-
ми длинами волн. В  нашем исследовании для 
возбуждения флюоресценции фталоцианина 
алюминия в  модельной среде использовал-
ся полупроводниковый лазер с  длиной волны 

λe = 635  нм, мощность которого была порядка 
5 мВт с выхода оптического волокна. Блок-схема 
измерений в  режиме регистрации обратно рас-
сеянного излучения приведена на рис. 3.

Излучение от лазера доставляется к  поверх-
ности исследуемого объекта по осветительному 
оптическому волокну – одной из жил многожиль-
ного оптоволоконного зонда. Другая жила – при-
емное оптическое волокно. Оно собирает от объ-
екта обратно рассеянное вторичное излучение 
и излучение флюоресценции и доставляет их со-
вместно через обрезающий оптический фильтр 
в спектрометр. Обрезающий оптический фильтр 
необходим для ослабления обратно рассеянного 
излучения лазера на длине волны генерации до 
уровней, соизмеримых с  уровнями излучения 
флюоресценции. В противном случае слабое из-
лучение флюоресценции не будет видно на фоне 
яркого излучения лазера (коэффициент осла-
бления фильтра примерно равен k = 1000). Далее 
в спектрометре происходит разложение прошед-
шего фильтр излучения в  оптический спектр, 
и  весь этот спектр одномоментно регистриру-
ется линейным фотоприемником, преобразуясь 
в электрический сигнал, который затем усилива-
ется и через стандартное устройство сопряжения 
подается для обработки в  управляющий персо-
нальный компьютер. Спектр вторичного излу-
чения, включая спектр флюоресценции, в  этой 
схеме можно сразу наблюдать на экране монито-
ра компьютера в реальном времени (рис. 4). При 
обработке результатов измерений диапазон длин 
волн флюоресценции выбирался равным обла-
сти максимума флюоресценции фталоцианина 
алюминия в районе длины волны λf = 680 нм.

Рис. 3. Упрощенная блок-схема измерений на основе лазерного 
спектроскопического комплекса ЛАКК-М

Рис. 4. Регистрируемый суммарный спектр вторичного излучения
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В теоретическом плане рассматривалось 
физико-математическое моделирование про-
цесса распространения оптического излучения 
в  мутных флюоресцирующих биологических 
тканях и  средах. Использовалась одномерная 
модифицированная модель Кубелки  – Мунка 
[12]. Приведем постановку задачи. В  качестве 
модели биологической ткани была взята одно-
слойная полубесконечная среда с равномерным 
распределением внутри нее флюорофора, рассе-
ивателей и  поглотителей света. Возбуждающий 
поток лазерного излучения Φ0 с  длиной волны 
возбуждения флюоресценции λe падает на ле-
вую границу среды (х = 0) (рис. 5). Внутри сре-
ды этот поток распространяется слева направо 
вдоль оси  х (обозначен как i(x)), поглощается 
хромофорами ткани и  рассеивается на неодно-
родностях, формируя таким образом поток об-
ратно рассеянного излучения  j(x). Часть сум-
марно распространяющегося в среде излучения 
(i(x) + j(x)), поглощенная флюорофором, индуци-
рует вынужденную флюоресценцию флюорофо-
ра на длине волны флюоресценции λf. Излучение 
флюоресценции также распространяется в сре-
де в  обоих направлениях (потоки флюоресцен-
ции обозначены I(х) и J(х)), рассеивается и погло-
щается. Рассеивающие и поглощающие свойства 
среды на любой длине волны λ задаются коэффи-
циентами затухания и обратного рассеяния β1(λ) 
[мм-1] и β2(λ) [мм-1] соответственно. Флюорофор, 
распределенный внутри биологической среды, 
характеризуется своей относительной объем-
ной концентрацией Cf, выраженной в  относи-
тельных единицах (0 < Cf < 1), а  также коэффи-
циентом поглощения излучения µaf, который 
зависит от длины волны излучения λ. Требуется 
найти явный вид зависимости регистрируемых 

с  внешней поверхности среды потоков j(x = 0) 
и  J(х = 0) как функций оптических свойств сре-
ды распространения излучения и концентрации 
флюорофора в ней.

Результаты и обсуждение
Полученные теоретические результаты наибо-
лее наглядно могут быть продемонстрированы 
в сравнении с классическим решением для про-
зрачной среды без рассеяния. В среде без рассе-
яния излучение распространяется прямолиней-
но, обратно рассеянного потока не образуется, 
поэтому измерение обычно проводится на про-
свет. Для этой ситуации еще в  1968  г. C.  Parker 
в  своей классической книге [13] подробно опи-
сал и  проанализировал решение задачи для 
регистрируемого излучения флюоресценции. 
С  использованием введенных нами в  предыду-
щем разделе обозначений это решение в  режи-
ме измерения «на просвет» может быть записано 
в виде:

 , (1)

где I(x)  – регистрируемое излучение флюо-
ресценции, φ(λe,λf) – квантовый выход флюорес-
ценции, H  – толщина просвечиваемого раство-
ра, обычно равная 1 см. 

Рис. 6.  Расчетное семейство нелинейных соотношений согласно уравнению (2). Исходные 
данные для расчета при Cf = 0: 

1) µaf = 200 мм-1; β1(λe) = 4,1 мм-1; β2(λe) = 3,1 мм-1; β1(λf) = 4,1 мм-1; β2(λf) = 3,1 мм-1,

2) µaf = 200 мм-1; β1(λe) = 13,3 мм-1; β2(λe) = 13,0 мм-1; β1(λf) = 2,5 мм-1; β2(λf) = 1,5 мм-1,

3) µaf = 150 мм-1; β1(λe) = 6,1 мм-1; β2(λe) = 3,1 мм-1; β1(λf) = 4,1 мм-1; β2(λf) = 3,1 мм-1,

4) µaf = 200 мм-1; β1(λe) = 43,8 мм-1; β2(λe) = 43,5 мм-1; β1(λf) = 12,2 мм-1; β2(λf) = 10,2 мм-1,

5) µaf = 150 мм-1; β1(λe) = 18,0 мм-1; β2(λe) = 13,0 мм-1; β1(λf) = 2,5 мм-1; β2(λf) = 1,5 мм-1,

6) µaf = 100 мм-1; β1(λe) = 48,5 мм-1; β2(λe) = 43,5 мм-1; β1(λf) = 22,8 мм-1; β2(λf) = 20,8 мм-1.
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Подход Паркера фактически сегодня признан 
«золотым стандартом» в  лабораторной клини-
ческой диагностике. Он до сих пор излагается 
как базовый в  различных учебных материалах 
(см., например, [5]), а  уравнение (1) неизменно 
используется во многих биологических и  ме-
дицинских исследованиях. Несмотря на то что 
применимость формулы  (1) ограничена услови-
ем малой оптической плотности раствора и ре-
шение  (1) не учитывает нелинейные эффекты 
(нелинейные члены разложения экспоненты 
уравнения Бугера  – Ламберта  – Бира, лежаще-
го в  основе решения Паркера, в  ряд по малому 
параметру показателя степени), ее широкое при-
менение на практике вполне оправдано. Оно 
обусловлено тем, что на основании формулы (1) 
легко решить обратную задачу, а именно: выра-
зить из нее и  вычислить концентрацию флюо-
рофора в среде Cf, зная (регистрируя) мощность 
излучения флюоресценции I(x).

К сожалению, для оптически мутных сред 
и для излучения флюоресценции J(0), регистри-
руемого в  режиме обратного рассеяния с  пе-
редней (освещаемой) поверхности ткани, это 
решение неприменимо. На основе модифици-
рованной модели Кубелки  – Мунка для случая 
мутных сред в рамках данной работы нами было 
получено и проанализировано следующее более 
общее решение [12]:

 , (2)

где ; ; 

; 

    . (3)

Как видно, структура этого решения (уравне-
ние (2)) аналогична уравнению Паркера, но име-
ются и существенные отличия. Первое значимое 
отличие заключается в  том, что коэффициент 
γ с  размерностью [мм], представляющий собой 
вместо Н некую эффективную толщину среды, 
с  которой снимается полезный сигнал флюо-
ресценции в  случае мутной среды, в  отличие от 
фиксированного и известного значения H, здесь 
является сложной функцией оптических свойств 
среды и заранее не известен. Второе отличие об-
наруживается в описании количества поглощен-
ного флюорофором возбуждающего излучения. 
Если в (1) это количество определяется известной 

константой флюорофора µaf, то в  (2), как было 
показано в  [12], доля поглощенного возбуждаю-
щего излучения определяется выражением (3) по 
разности оптических свойств среды распростра-
нения излучения с  учетом и  без учета наличия 
флюорофора в среде (для концентраций, соответ-
ственно, Cf = 0 и Cf ≠ 0). Это различие небольшое, 
порядка 5–10%, но оно есть и усложняет задачу.

В целом оба эти отличия приводят к  тому, 
что вместо одной простой линейной зависимо-
сти регистрируемого сигнала флюоресценции от 
концентрации флюорофора Cf в виде (1) для мут-
ной биологической среды мы получаем семей-
ство сложных нелинейных соотношений, опре-
деляемых оптическими свойствами β1(λ) и  β2(λ) 
среды распространения излучения (рис. 6).

Полученные экспериментальные данные 
подтверждают сделанные теоретические вы-
кладки и  расчеты. Семейство полученных экс-
периментальных зависимостей регистрируемой 
интенсивности флюоресценции от концентра-
ции флюорофора в  модельной светорассеива-
ющей среде при разных объемах добавленной 
крови представлено на рис. 7.

Качественное сходство двух графиков оче-
видно. Следовательно, для мутных биологиче-
ских тканей и сред, в которых большое влияние 
на процессы распространения света оказывает 
многократное внутреннее рассеяние, вопрос 
количественного определения концентрации 
флюорофора в  среде по регистрируемому сиг-
налу флюоресценции существенно усложняется. 
Если неизвестны оптические параметры среды, 

Рис. 7. Экспериментальные зависимости регистрируемой интенсивности 
флюоресценции J(0) от концентрации фотосенсибилизатора Фотосенс при различных 
объемах добавленной крови
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а они априори точно неизвестны, то, регистрируя 
сигнал флюоресценции с поверхности исследуе-
мых образцов, как показано на рис. 7, например, 
в 700 усл. ед., концентрация фотосенсибилизато-
ра будет определена в диапазоне от 160 (пример-
но) до 260 нг/мл. Разброс (погрешность) оценки 
составит порядка 50%, что нельзя считать при-
емлемым. Именно поэтому необходимо более 
точное решение обратной задачи на основе урав-
нения  (2) с  учетом дополнительных измерений 
оптических свойств конкретного исследуемого 
образца. Собственно, такая постановка задачи 
в оптической неинвазивной диагностике извест-
на: устройства для такой диагностики строятся 
с  учетом реализации принципа решения обрат-
ных задач оптики светорассеивающих сред [14, 
15]. Однако применительно к  уравнению (2) ав-
торам сегодня такое конкретное аналитическое 
решение задачи относительно концентрации 
флюорофора не известно. Оно должно быть до-
полнительно получено, обосновано, исследовано 
на точность, линейность, на соответствие ре-
зультатам эксперимента и т.д. прежде, чем задача 
может считаться решенной. Безусловно, сегодня 
можно сделать определенные выкладки на ос-
нове уравнений (2) и (3). Тем не менее представ-
ляется, что это тема отдельного исследования 
в  продолжение приведенных выше эксперимен-
тальных результатов и  сформулированных тео-
ретических положений.

Заключение
В проведенном исследовании на примере лазер-
ной флюоресцентной спектроскопии в  режиме 
регистрации обратно рассеянного света рассма-
тривалась проблема определения концентрации 
флюоресцирующих компонентов в  биологиче-
ских тканях и средах по результатам измерения 
излучения флюоресценции. Экспериментально 
на модельных средах на основе натуральных 
препаратов крови и  фотосенсибилизатора 
Фотосенс изучался реальный характер зависи-
мости регистрируемой с  поверхности оптиче-
ски мутной биологической среды интенсивно-
сти флюоресценции от фактора светорассеяния 
и  концентрации флюорофора в  среде. В  теоре-
тическом плане были получены аналитические 
уравнения, описывающие формирование потока 
излучения флюоресценции на поверхности сре-
ды в  условиях сильного светорассеяния. И  экс-
периментальные, и  теоретические результаты 
показали некорректность использования клас-
сических вычислительных алгоритмов, пред-
назначенных для прозрачных сред, в  ситуации 
биологических тканей, в которых нельзя пренеб-
речь процессами многократного рассеяния све-
та. Таким образом, необходимо дополнительное 
решение задачи поиска аналитического алгорит-
ма определения концентрации люминофора по 
регистрируемым спектрам люминесценции в ус-
ловиях оптически мутных сред. 
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Analysis of luminescence in turbid biological media

Background: Quantitative luminescent analysis 
is widely used in biology, laboratory diagnostics 
and clinical medicine to study objects at various 
levels. However, the existing simplified algorithms 
for calculation of the luminophore concentration 
in diluted linear solutions cannot be applied to the 
turbid media with strong light scattering, which 
include the majority of living biological tissues. 
Today, the development of luminescence analysis 
in medicine goes towards the creation of non-de-
structive and non-invasive methods of in vivo mon-
itoring. Therefore, the urgent question is about 
a formulation of the research purpose and the de-
velopment of algorithms to compute the lumino-
phore concentration based on the luminescence 
spectra recorded in the turbid media. Objective: 
To formulate and justify the tasks of elaboration 
of the algorithms to compute the luminophore 
concentration based on the luminescence spectra 
recorded under conditions of the optically tur-
bid media. Materials and methods: We looked 
upon the physico-mathematical simulation of the 
process of formation of the induced fluorescence 
emission in the light-scattering medium based on 
the modified 2-flux Kubelka-Munch model. We 

conducted a series of laboratory experiments with 
macro-homogenous light-scattering model media 
to determine characteristics of the dependence 
of the fluorescence intensity detected from the 
surface of an optically turbid biological medium 
upon the factor of light scattering and the concen-
tration of the fluorophore in the medium. Results: 
Both theoretical and experimental results demon-
strate complex nonlinear dependence of the flu-
orescence intensity detected upon the optical 
properties and a  concentration of a  fluorophore 
in the turbid media. This dependence is very dif-
ferent from the known linear  C.  Parker's solution 
for transparent media, which makes it impossible 
to use it in the optically turbid media. Conclusion: 
Further studies searching a  closed-form analyt-
ical solution of the inverse optical problem for 
light-scattering and fluorescent media are neces-
sary to calculate the luminophore concentration 
in a light-scattering media based on the recorded 
luminescence spectra. 

Key words: spectroscopy, luminescence, concen-
tration, optically turbid media
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7 Оценка фенотипа интерфазных ядер 

лимфоцитов методом количественного 
фазового имиджинга (QPI) у пациенток 
с эндометриоидными кистами яичников

Методика расчета энергетической 
ценности питательных сред на основе 
стехиометрических закономерностей 
процесса биологического окисления

Железозависимость биологических 
свойств Сandida albicans

Матриксные металлопротеиназы-2, 7, 
8, 9 и их тканевой ингибитор 1-го типа 

в сыворотке крови больных раком 
почки: клинико-морфологические 

корреляции

Свободные легкие цепи 
иммуноглобулинов в диагностике 
и прогнозе множественной миеломы

Себорейный кератоз: клинические 
особенности и ассоциация с вирусом 

папилломы человека рода β

Антибиотикорезистентность культур 
Enterococcus spp., выделенных 
от промышленной птицы в 2013–2016 гг. 
в хозяйствах Российской Федерации, и детекция 
у них генов резистентности к ванкомицину

Фенотипическая характеристика 
биологических свойств коагулазонегативных 

стафилококков, выделенных 
в кардиохирургическом стационаре
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