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Утробин М.В. 1, 2, Юрьев С.Ю. 1, 2

Иммунологические и генетические изменения как предикторы потери 
беременности при формировании ретрохориальной гематомы в первом 

триместре

1 ФГБУ «Сибирский федеральный научно-клинический центр Федерального медико-биологического агентства»  
(636035, г. Северск, ул. Мира, 4, Россия) 

2 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России  
(634050, г. Томск, Московский тракт, 2, Россия)

Обоснование. Беременность с формированием ретрохориальной гематомы в трети случаев заканчивается 
невынашиванием. Выявление ранних маркёров потери беременности необходимо для профилактики и 
терапии невынашивания.
Цель. Разработать и патогенетически обосновать новый диагностический алгоритм при формировании 
ретрохориальной гематомы в первом триместре беременности.
Материалы и методы. Выполнено проспективное когортное исследование женщин репродуктивного 
возраста с ретрохориальной гематомой, обратившихся на сроке гестации 6–12 недель. Проведено изучение 
анамнеза, общеклиническое исследование. Полиморфные варианты генов системы гемостаза (протромбина, 
ингибитора активатора плазминогена, а также мутация Лейдена) и фолатного цикла (метилентетрагид
рофолатредуктазы) исследованы методом полимеразной цепной реакции. Уровень эмбриотропных антител 
определялся тест-системой «ЭЛИ-П-Комплекс-12». Проведён мониторинг течения беременности и родов. 
Результаты. В исследовании приняли участие 113  женщин, которые были разделены на две группы: 
основная группа – женщины с прогрессирующей беременностью (n  =  84); группа сравнения – женщины 
с прервавшейся беременностью (n  =  29). Не выявлено связи между изолированным носительством 
полиморфных вариантов генов системы гемостаза, фолатного цикла и повышением риска потери 
беременности (р ˃  0,05). Полиморфные варианты генов системы гемостаза, фолатного цикла в сочетании 
с повышением уровня ревматоидного фактора или аутоантител к тироглобулину имеют прямую связь 
с риском невынашивания (р ˂ 0,05). 
Заключение. Полиморфные варианты генов системы гемостаза, фолатного цикла в сочетании с 
повышением уровня ревматоидного фактора или аутоантител к тироглобулину являются предикторами 
неблагоприятного исхода беременности. Следовательно, определение данных маркёров может быть 
использовано для индивидуализации обследования, лечения на предгравидарном этапе и в течение 
беременности.
Ключевые слова: ретрохориальная гематома, выкидыш, аутоантитела, тромбофилия, аутоиммунный тиреоидит

Для цитирования: Утробин М.В., Юрьев С.Ю. Иммунологические и генетические изменения как 
предикторы потери беременности при формировании ретрохориальной гематомы в первом 
триместре. Acta biomedica scientifica, 3 (5), 9-15, DOI 10.29413/ABS.2018-3.5.1. 

Immunological and Genetic Changes as Predictors in the Loss of Pregnancy  
in the Formation of Retrochorial Hematoma in the First Trimester 

Utrobin M.V. 1, 2, Yuryev S.Yu. 1, 2

1 Siberian Federal Scientific Clinical Center of Federal Medicobiological Agency  
(ul. Mira 4, Seversk 636035, Russian Federation) 

2 Siberian State Medical University  
(Moskovskiy trakt 2, Tomsk 634050, Russian Federation)

Background. Pregnancy with a retrochorial hematoma in a third of cases ends prematurely. Detection of early markers 
of pregnancy loss is extremely necessary for the prevention and therapy of miscarriage.
A i m s .  T h e  a i m  o f  t h e  s t u d y  i s  d e v e l o p m e n t  a n d  p a t h o g e n e t i c a l l y  s u b s t a n t i a t i o n  a  n e w 
diagnostic algorithm in the formation of retrochorial hematoma in the first trimester of pregnancy. 
Materials and methods. A prospective study of women of reproductive age with retrochorial hematoma applied at 
the gestational age of 6–12 weeks was performed. A study was made of polymorphic variants of genes of hemostasis 
system, the folate cycle by polymerase chain reaction. The level of embryotropic antibodies was determined by the 
ELI-P-Complex-12 system test. The course of pregnancy and delivery was monitored.
Results. The study involved 113 women. There was no correlation between the isolated carrier of polymorphisms and 
an increased risk of pregnancy loss (p ˃ 0.05). Polymorphic variants of genes of hemostasis system, the folate cycle in 
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combination with an increase in the level of rheumatoid factor or autoantibodies to thyroglobulin have a relationship 
with the risk of miscarriage (р ˂ 0.05).
Conclusion. Polymorphic variants of genes of hemostasis system, the folate cycle in combination with an increase in the 
level of rheumatoid factor or autoantibodies to thyroglobulin are predictors of an unfavorable outcome of pregnancy. 
Therefore, the definition of these markers can be used for individualization of the survey, treatment at the precognitive 
stage and during pregnancy.
Key words: retrochorial hematoma, autoantibodies, miscarriage, thrombophilia, autoimmune thyroiditis

For citation: Utrobin M.V., Yuryev S.Yu. Immunological and genetic changes as predictors in the loss of 
pregnancy in the formation of retrochorial hematoma in the first trimester. Acta biomedica scientifica, 3 (5), 
9-15, DOI 10.29413/ABS.2018-3.5.1.

Репродуктивные потери определяют не только 
медицинские проблемы, но и социальные и экономи-
ческие. В последнюю четверть века на фоне успехов 
перинатальной медицины по-прежнему остаётся 
актуальным вопрос невынашивания беременности. 
Отмечено повышенное внимание врачей акушеров-
гинекологов к поиску вариантов ранней диагностики, 
профилактики [6], лечению [8, 11] и реабилитации 
состояний, связанных с репродуктивными потерями, 
особенно на предгравидарном этапе и в ранние сроки 
беременности [12]. 

В первом триместре беременности заслуживает 
особого внимания факт формирования ретрохориаль-
ной гематомы (РХГ). До 5,2–29,5 % беременностей с 
РХГ заканчиваются невынашиванием [15, 16]. 

Патологическая инвазия хориона сопровожда-
ется усилением кровотока в микроциркуляторном 
русле, повышением концентрации кислорода в 
межворсинчатом пространстве, что в ранние сроки 
беременности повреждает хориальное дерево, вы-
зывая развитие РХГ, выкидышей [7].

По данным многих авторов, РХГ может служить 
предиктором невынашивания в ранние [13, 17] 
и поздние сроки беременности [14]. В последние 
годы активно изучаются вопросы влияния изоли-
рованных полиморфизмов [4] и других факторов на 
формирование РХГ [2, 3], развитие невынашивания 
[9]. Известна важная роль патологии свёртывающей 
системы крови, аутоиммунных процессов, эндокри-
нопатий, в том числе аутоиммунного тиреоидита 
(АИТ), в невынашивании беременности. Гипотиреоз 
встречается среди женщин репродуктивного возрас-
та в 2–4 % случаев, и в большинстве из них речь идёт 
о гипотиреозе в исходе АИТ. В литературе данные о 
распространённости АИТ в популяции различаются. 
Носительство антитиреоидных антител в женской 
популяции составляет около 26  % [10], в первом 
триместре гестации антитела к тиреопероксидазе 
определяют у 15–20  % женщин и предлагают рас-
ценивать этот факт как АИТ [1]. Риск спонтанного 
выкидыша на ранних сроках у женщин с АИТ выше, 
чем у женщин без аутоиммунной патологии, в 
2–4 раза [5]. Несмотря на активное изучение данной 
проблемы, актуален поиск ранних маркёров и пре-
дикторов потери беременности, определены не все 
механизмы невынашивания, подходы к обследова-
нию и лечению. 

Цель исследования: разработать и патогенети-
чески обосновать новый диагностический алгоритм 
при формировании ретрохориальной гематомы в 
первом триместре беременности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

На базе гинекологического отделения ОГАУЗ 
«Родильный дом имени Н.А. Семашко» г. Томска вы-
полнено проспективное когортное исследование 
113 женщин репродуктивного возраста с ретрохори-
альной гематомой, обратившихся в сроке гестации 
6–12  недель. Пациенты разделены на две группы. 
Основную группу составили 84 женщины с прогрес-
сирующей беременностью, проведён мониторинг 
течения беременности до родоразрешения. Группа 
сравнения представлена 29  женщинами с диагно-
стированной неразвивающейся беременностью на 
момент обращения в гинекологическое отделение, 
не получавших сохраняющую терапию. 

Критерии включения пациентов в основную 
группу: 1) срок беременности от 6 до 12  недель 
по данным ультразвукового исследования; 2) про-
грессирующая беременность; 3) наличие ретрохо-
риальной гематомы по данным ультразвукового 
исследования. Критерии исключения: острые и 
хронические в стадии обострения инфекционные 
процессы; психические, тяжёлые экстрагенитальные 
заболевания матери, являющиеся противопоказани-
ем для пролонгирования беременности. 

Критерии включения пациентов в группу 
сравнения: 1) срок беременности от 6 до 12 недель 
по данным ультразвукового исследования; 2) нали-
чие несостоявшегося выкидыша; 3) наличие ретро-
хориальной гематомы по данным ультразвукового 
исследования. Критерии исключения: острые и 
хронические в стадии обострения инфекционные 
процессы; психические, тяжёлые экстрагенитальные 
заболевания.

Срок гестации, объём и локализацию ретрохори-
альной гематомы, особенности строения, сердцебие-
ние эмбриона/плода определяли на ультразвуковых 
аппаратах «Medison Sonoace X8», «Siemens Sonoline 
G40», «Philips iu22», работающих в режиме импульс-
ного и цветного допплеровского картирования, с 
помощью трансвагинального и трансабдоминального 
трансдьюсеров.

Всем пациентам было проведено обследование, 
согласно Приказу N 572н от 12.11.2012 г. «Об утверж-
дении порядка оказания медицинской помощи по 
профилю «Акушерство и гинекология (за исключе-
нием использования вспомогательных репродук-
тивных технологий)». Углублённое исследование 
свёртывающей системы крови включало изучение 
полиморфных вариантов ключевых генов системы 
гемостаза методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) – полиморфизма 20210  G->A протромбина 
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(FII), мутации Лейдена 1691 G->A коагуляционного 
фактора V (FV), полиморфизма 675  4G/5G (5G->4G) 
ингибитора активатора плазминогена (PAI-1), термо-
лабильного варианта A222V (677  С->Т) метиленте-
трагидрофолатредуктазы (MTHFR) (РУ 2010/08413, 
РУ  2010/08414; ООО «ДНК-Технология», г.  Москва). 
Иммунный статус изучался путём определения 
уровня отклонений аутоантител класса G от нормы. 
Согласно тестовым системам, за норму принята 
референсная зона от –20 до +10. Для исследования 
уровня эмбриотропных антител использован набор 
реагентов для полуколичественного определения 
регуляторных аутоантител в сыворотке крови 
женщин детородного возраста – тест-система «ЭЛИ-
П-Комплекс-12» (РУ № ФСР2009/04550; ООО «Меди-
цинский исследовательский центр «ИММУНКУЛУС», 
г. Москва). 

Пациенты с прогрессирующей беременностью 
получали препараты прогестерона, выбор препарата 
определялся рандомизацией методом конвертов. Ди-
дрогестерон назначался энтерально первоначально 
в дозе 40 мг № 1, в дальнейшем в течение госпитали-
зации – по 10 мг через 8 часов, после выписки инди-
видуально принималось решение о продолжении (по 
10 мг 2 раза в сутки до 20-й недели) или прекращении 
приёма препарата. Микронизированный прогестерон 
назначался вагинально по 400 мг в сутки в течение 
госпитализации, решение вопроса о продолжении 
приёма препарата после госпитализации принима-
лось индивидуально, курс продлялся максимально 
до 34 недель гестации. Фолиевую кислоту назначали 
в суточной дозе 0,4 мг в первые 12 недель беремен-
ности, при выявлении мутаций по фолатному циклу 
суточную дозу увеличивали до 5 мг и продляли курс 
минимум до раннего послеродового периода. При 
выявлении гиперкоагуляции и/или наличии мута-
ций в системе гемостаза рекомендовался курс анти-
коагулянтов (надропарин кальция 0,3 мл подкожно 
в течение 10  дней) под контролем свёртывающей 
системы крови во втором и третьем триместрах 
при отсутствии кровотечения из половых путей. 
Пациентам с патологией щитовидной железы про-
ведено ультразвуковое исследование щитовидной 
железы, исследование ТТГ, свободных Т3, Т4, антител 
к тиреоглобулину и тиреопероксидазе. Врачом-эндо-
кринологом при верификации диагноза гипотиреоз, 
аутоиммунный тиреоидит дифференцированно на-
значался левотироксин натрия (25–75 мкг в сутки). 

Участники исследования подписывали информи-
рованное согласие. Протокол исследования одобрен 
этическим комитетом (ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава 
России, г.  Томск, регистрационный номер №  5703, 
дата регистрации 11.12.2017, дата проведения за-
седания 18.12.2017). 

Расчёт выборки предварительно проводился по 
формуле: 

n = 15,4 × р × (1–р)/W2, 
где: n – требуемый размер выборки; р – ожидаемая 
частота результата; W – ширина доверительного 
интервала. 

Первоначально ожидалась частота гипотиреоза, 
ассоциированного с АИТ, не менее 4 %. 

n = 15,4 × 0,04 × (1–0,04) = 59,136, 
т. е. размер выборки должен быть не менее 60 человек 
(известно, что частота АИТ во время беременности 
может повышаться).

Анализ результатов исследования проводили 
с использованием статистической программы IBM 
SPSS Statistics  17.0 (USA). В случае нормального 
распределения (критерий Колмогорова  –  Смирно-
ва; р  >  0,05) данные исследования оценивали при 
помощи средней арифметической и стандартного 
квадратичного отклонения (М  ±  S), минимальной 
и максимальной величины, для оценки значимости 
различий двух несвязанных выборок использовали 
параметрический метод – t-критерий Стьюдента. 
При распределении показателей, не соответству-
ющих нормальному (р  <  0,05), для оценки данных 
исследования пользовались медианой (Ме) и 5-м, 
95-м процентилями (Q5–Q95), для оценки значимости 
различий использовали непараметрический метод – 
U-критерий Манна – Уитни. Качественные показатели 
выражали в абсолютных и относительных величинах, 
статистическую значимость различий рассчитывали 
с помощью критерия χ2 Пирсона (при необходимости 
с поправкой Йейтса, точного критерия Фишера). Для 
сравнения вероятности исхода в зависимости от нали-
чия фактора риска или его отсутствия рассчитывали 
относительный риск и 95%-й доверительный интер-
вал (RR; 95% CI). Различия считались статистически 
значимыми при р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Возраст пациентов составил 30,1  ±  4,7  лет, ми-
нимум – 19  лет, максимум – 42  года. По возрасту 
статистически значимые различия между группами 
отсутствовали (р  =  0,056). Срок беременности, рас-
считанный по дате последней менструации, составил 
9,0 (6,0–13,0) недель, между группами статистически 
значимых различий не выявлено (р = 0,611). Срок бе-
ременности по данным эхографии составил 8,0 (6,0–
12,0) недель, причём у женщин с прервавшейся бере-
менностью был меньше, чем с прогрессирующей на 
момент выявления РХГ – соответственно, 8,0 (6,0–9,7) 
и 8,5 (6,0–12,0) недель (р = 0,001), что связано с более 
ранним прекращением развития эмбриона. 

Изучение анамнеза пациентов выявило гинеко-
логическую патологию у 52,2 % (59/113) пациентов. 
Предыдущие беременности у 42,5 % (48/113) женщин 
заканчивались одним и более выкидышами. Спорадиче-
ский выкидыш встречался в анамнезе 28,3 % (32/113) 
пациентов, привычный – у 14,2 % (16/113) (табл. 1). 

Гинекологическая патология наблюдалась у 
женщин с РХГ с высокой частотой, различия между 
группами не имели статистически значимых раз-
личий (р > 0,05). Потеря желанных беременностей – 
также частое осложнение у данной группы пациентов, 
причём анамнез группы женщин с неразвивающейся 
беременностью отягощён чаще, чем в группе с про-
грессирующей беременностью (р < 0,05).

Результаты общеклинических анализов, микро-
скопического исследования, отделяемого женских 
половых органов показали, что изучаемые параметры 
не отличаются при сравнении групп (р > 0,05). 
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Полиморфные варианты генов системы гемостаза, 
фолатного цикла (PAI-1, FII, FV, MTHFR) выявлены у 
92,0 % (104/113) наблюдаемых пациентов. Один из из-
учаемых полиморфизмов имел место у 62,8 % (71/113) 
женщин, сочетание двух – у 27,4 % (31/113), трёх – у 
1,8 % (2/113). Гомозиготная мутация в гене PAI-1 вы-
явлена в 22,1 % (25/113) случаев, гетерозиготная – в 
39,8 % (45/113); гомо- и гетерозиготные мутации в 
гене MTFHR – соответственно, в 15,9  % (18/113) и 
36,3  % (41/113) случаев; гомо- и гетерозиготные 
мутации в гене FV – соответственно, в 1,8 % (2/113) 
и 2,7 % (3/113) случаев; гомо- и гетерозиготные му-
тации в гене FII – соответственно, в 2,7 % (3/113) и 
1,8 % (2/113) случаев. Носители полиморфизмов чаще 
встречались в основной группе, чем в группе сравнения 
(соответственно, в 97,6 % (82/84) и 75,9 % (22/29) слу-
чаев; р = 0,001). Сравнение групп пациентов не выяви-
ло статистически значимых различий по частоте на-
личия одного, трёх изучаемых полиморфизмов, гомо- и 
гетерозиготных мутаций полиморфных вариантов 
ключевых генов системы гемостаза, фолатного цикла 
(р ˃  0,05). Сочетание двух полиморфизмов и гетерози-
готная мутация в гене PAI-1 наблюдались чаще в основ-
ной группе, чем в группе сравнения (соответственно, 
в 33,3 % (28/84) и 10,3 % (3/29) случаев (р = 0,017) и 
в 46,4 % (39/84) и 20,7 % (6/29) случаев (р = 0,027)). 
Таким образом, носительство полиморфных вариан-
тов генов PAI-1, FII, FV, MTHFR встречается у женщин 
с РХГ крайне часто и, несомненно, оказывает влияние 
на развитие осложнений беременности. Однако рас-
смотрение наличия генетически детерминированных 

полиморфизмов системы гемостаза изолированно от 
других факторов не имело прогностической ценности; 
статистически значимой связи с невынашиванием не 
выявлено (р ˃ 0,05). 

Изучение иммунного статуса показало, что 
уровень отклонения аутоантител к Fc-фрагменту 
иммуноглобулина (АТ к Fc-Ig) составил 5,00  (0,00–
17,60)  %, минимум – 0,00  %, максимум – 39,00  %. 
Показатели АТ к Fc-Ig находились в референсной 
зоне у 83,2  % (94/113) женщин. Снижение уровня 
аутоантител выявлено у 1,8 % (2/113), повышение – у 
15,0 % (17/113), комбинация повышения уровня АТ к 
Fc-Ig и изучаемых полиморфизмов системы гемостаза, 
фолатного цикла – у 10,6 % (12/113) (табл. 2).

В группе с прервавшейся беременностью повы-
шение уровня АТ к Fc-Ig наблюдалось чаще, чем в 
группе с прогрессирующей (р < 0,05).

У 14,2  % (16/113) женщин с РХГ анамнез был 
отягощён патологией щитовидной железы, у 3,6  % 
(4/113) – гипотиреозом, у 10,6 % (12/113) – аутоим-
мунным тиреоидитом (АИТ). 

Иммунологическое исследование позволило 
определить уровень аутоантител к тироглобулину 
(АТ к тироглобулину) у женщин с РХГ, который со-
ставил 10,00 (6,00–55,00) %, минимум – 0,00 %, макси-
мум – 83,00 %. Показатели уровня АТ к тироглобулину 
находились в референсной зоне у 65,5  % (74/113) 
женщин. Отклонение уровня АТ к тироглобулину 
выявлено у 34,5 % (39/113) женщин, все случаи от-
клонения представлены повышением уровня аутоан-
тител. Комбинация повышения АТ к тироглобулину и 

Таблица 1
Сравнение частоты акушерско-гинекологической патологии у пациентов с прогрессирующей  

и неразвивающейся беременностью на фоне РХГ
Table 1

Comparison of the frequency of obstetric-gynecological pathology in patients with prolonged and undeveloped pregnancy 
against the background of RCH

Показатель Основная группа (n = 84) Группа сравнения (n = 29) р

Гинекологическая патология 43 (51,2 %) 16 (55,2 %) 0,711

ВЗОМТ 10 (11,9 %) 6 (20,7 %) 0,389

ИППП 13 (15,5 %) 5 (17,2 %) 0,944

Спорадический выкидыш 19 (22,6 %) 13 (44,8 %) 0,023

Привычный выкидыш 6 (7,1 %) 10 (34,5 %) 0,001

Таблица 2
Сравнение отклонений АТ к Fc-Ig у пациентов с прогрессирующей и неразвивающейся беременностью  

на фоне РХГ
Table 2

Comparison of abnormalities of AT with Fc-Ig in patients with prolonged and an undeveloped pregnancy  
in the background of RCH

Показатель Основная группа (n = 84) Группа сравнения (n = 29) р

Уровень отклонения АТ к Fc-Ig, % 4,00 (0,00–13,75) 11,00 (0,00–37,00) 0,003

АТ к Fc-Ig в референсной зоне, чел./% 78 (92,9 %) 16 (55,2 %) 0,0001

Снижение уровня АТ к Fc-Ig, чел./% 1 (1,2 %) 1 (3,4 %) 0,449

Повышение уровня АТ к Fc-Ig, чел./% 5 (6,0 %) 12 (41,4 %) 0,0001

Комбинация повышения уровня АТ к Fc-Ig  
и изучаемых полиморфизмов, чел./% 5 (6,0 %) 7 (24,1 %) 0,017
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полиморфизмов системы гемостаза, фолатного цикла 
выявлена у 30,1 % (34/113) женщин (табл. 3). 

Сравнение групп пациентов с РХГ также выявило 
более частое повышение уровня АТ к тироглобулину 
в группе с прервавшейся беременностью, чем с про-
грессирующей (р < 0,05).

Полиморфные варианты генов системы гемо-
стаза, фолатного цикла, имеющие высокую частоту 
у женщин с формированием РХГ, при сочетании с по-
вышением уровня АТ к Fc-Ig и тироглобулину имеют 
прямую связь с риском невынашивания (соответ-
ственно RR = 1,772, 95% ДИ 1,105–2,842, RR = 1,787, 
95% ДИ 1,172–2,726). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Ретрохориальная гематома – маркёр тромбофи-
лии и известный фактор невынашивания беремен-
ности. Результаты нашего исследования не выявили 
связи между наличием мутаций в генах PAI-1, FII, FV, 
MTHFR у женщин с РХГ и невынашиванием (р > 0,05). 
Вопрос влияния определенных полиморфных вари-
антов генов системы гемостаза и фолатного цикла 
(PAI-1, FII, FV, MTHFR) на формирование РХГ и те-
чение беременности остаётся дискутабельным [4]. 
Следовательно, целесообразен поиск «недостающе-
го» звена в инициации формирования РХГ и потери 
беременности.

Изучение анамнеза пациентов с формированием 
РХГ в первом триместре выявило высокую частоту 
акушерско-гинекологической патологии, связанной 
с воспалительными заболеваниями органов малого 
таза. Уровень ревматоидного фактора, известного 
как маркёр системного воспалительного ответа, был 
повышен у 15,0  % женщин с РХГ, причём наиболее 
часто в группе с неразвивающейся беременностью 
(р = 0,0001), что согласуется с имеющимися данными 
о роли системного воспалительного ответа в невы-
нашивании. 

В нашем исследовании анамнез 14,2 % (16/113) 
женщин был отягощён патологией щитовидной же-
лезы (гипотиреоз, АИТ), что соответствует данным 
других авторов [1]. Скрининг отклонения уровня 
аутоантител к тироглобулину выявил повышение 
уровня аутоантител у 34,5  % (39/113) женщин с 
формированием РХГ. Повышение уровня АТ к тирогло-
булину в группе с неразвивающейся беременностью 
наблюдалось чаще, чем с прогрессирующей (соответ-
ственно, у 72,4 % (21/29) и 21,4 % (18/84); р = 0,0001). 

Аутоантитела к тироглобулину и тиреопероксидазе 
совместно с Т-киллерами оказывают цитотоксическое 
действие на фолликулярный эпителий, фиксируют 
С1/С3-фракцию комплемента, приводят к образова-
нию патогенных иммунных комплексов, цитотоксич-
ных для тиреоцитов и клеток плаценты, определяя 
их деструкцию. Увеличение концентрации антител к 
ткани щитовидной железы зарегистрировано у жен-
щин с привычным невынашиванием, что особенно 
чётко прослеживается при гипотиреозе [1, 5]. Таким 
образом, аутоиммунные процессы щитовидной же-
лезы часто встречаются у женщин с РХГ и оказывают 
негативное влияние на течение беременности. 

В данном исследовании мы выявили патогене-
тические механизмы формирования РХГ и невына-
шивания беременности. Сочетания полиморфных 
вариантов генов системы гемостаза, фолатного 
цикла с повышением уровня ревматоидного фактора, 
аутоантител к тироглобулину имеют прямую связь с 
риском невынашивания (соответственно, RR = 1,772, 
95% ДИ 1,105–2,842 и RR = 1,787, 95% ДИ 1,172–2,726). 
У пациентов с ретрохориальной гематомой, диагно-
стированной в первом триместре, аутоиммунные 
процессы препятствуют инвазии цитотрофобласта и 
определяют развитие эндотелиопатии в спиральных 
артериях. Циркулирующие иммунные комплексы вы-
зывают повреждение щёточной каймы, обеспечива-
ющей противосвёртывающие свойства трофобласта, 
сдерживающей реализацию генетически детермини-
рованной патологии системы гемостаза. На морфо-
логическом и биохимическом уровне эти процессы 
ранее описывает С.А.  Груздев (2013), отмечая, что 
при формировании РХГ складывается принципиально 
иное неблагоприятное микроокружение системы 
«эмбрион – плод-хорион – плацента». Формирование 
ретрохориальной гематомы обусловлено возрастаю-
щим притоком материнской крови к эпителиальному 
покрову ворсин, изменением структуры и функции 
щёточной каймы синцитиотрофобласта, что сопро-
вождается снижением, отсутствием или локальной 
гиперэкспрессией плацентарной щелочной фосфа-
тазы (PLAP). Возникают гемореологические условия 
для гибели эмбриона [2]. Выявление комплекса 
взаимодействующих факторов наиболее полно отра-
жает механизм формирования РХГ и невынашивания. 
Сочетание иммунологических и генетических изме-
нений является предиктором потери беременности 
при формировании РХГ в первом триместре. 

Таблица 3
Сравнение отклонений АТ к тироглобулину у пациентов с прогрессирующей и неразвивающейся 

беременностью на фоне РХГ
Table 3

Comparison of abnormalities of AT with thyroglobulin in patients with prolonged and an undeveloped pregnancy  
in the background of RCH

Показатель Основная группа (n = 84) Группа сравнения (n = 29) р

Уровень отклонения АТ к тироглобулину, % 7,00 (0,00–34,75) 21,00 (5,50–80,50) 0,0001

АТ к тироглобулину в референсной зоне, чел./% 66 (78,6 %) 8 (27,6 %) 0,0001

Повышение уровня АТ к тироглобулину, чел./% 18 (21,4 %) 21 (72,4 %) 0,0001

Комбинация повышения уровня АТ к тироглобулину  
и изучаемых полиморфизмов, чел./% 18 (21,4 %) 16 (55,2 %) 0,001



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Vol. 3, N 5

14	 								         Obstetrics and gynaecology

Полученные в результате дообследования дан-
ные позволили индивидуализировать и обосновать 
назначение препаратов гормона щитовидной железы, 
фолатов, низкомолекулярных гепаринов, гестагенов 
у пациентов с ретрохориальной гематомой. В резуль-
тате нашего исследования становится очевидной 
роль гестагенов в пролонгировании беременности у 
женщин с РХГ в первом триместре. Эффект гестагенов 
определён иммуномодулирующим действием через 
активацию синтеза лимфоцитами прогестерон-инду-
цированного блокирующего фактора (ПИБФ). ПИБФ 
предотвращает вторичные воспалительные и тром-
ботические реакции на трофобласте [12]. Применение 
экзогенного прогестерона снижает резистентность 
сосудов у женщин с идиопатическим привычным 
невынашиванием, улучшает кровоток в эндометрии, 
в том числе во время гестации (плацентарный кро-
воток, трансформацию спиральных артерий) [3, 11].

Дифференцированный подход к обследованию 
и лечению пациентов основной группы позволил 
в 79,8  % (67/84) случаев завершить беременность 
срочными родами, тем не менее, 4,7 % (4/84) беремен-
ностей прервались в сроке 10–14 недель, преждевре-
менные роды произошли у 15,5 % (13/84) женщин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Женщины с формированием РХГ в первом три-
местре имеют высокий процент репродуктивных по-
терь в разные сроки гестации, связанный с влиянием 
комплекса активно взаимодействующих факторов. 
Учитывая мультидисциплинарность проблемы, про-
должается поиск предикторов невынашивания на 
уровне генома, протеома, метоболома. Выявление 
комбинации мутаций в генах PAI-1, FV, FII, MTHFR с 
повышением уровня ревматоидного фактора или 
аутоантител к тироглобулину является предиктором 
неблагоприятного исхода беременности. Опреде-
ление данных маркёров может быть использовано 
для персонификации обследования, лечения на 
предгравидарном этапе у женщин с отягощённым 
акушерско-гинекологическим анамнезом и в течение 
беременности.

Авторы данной статьи сообщают об отсутствии 
конфликта интересов.
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The aim of the review is to analyze literature data about sleep homeostasis and the role of the one of circadian system 
key elements – melatonin – in the regulation of the sleep-wake cycle in women in menopause. It was shown that the 
prevalence and structure of sleep disorders depends on the menopausal phase. It was revealed that the melatonin content 
in the body, determined in various biological media (blood, saliva, urine), depends on age, sex, race, and chronotype. It 
was shown that morning melatonin can be used as a biological marker for determining the chronotype. Most studies 
indicated a decrease in melatonin level with aging. Moreover, women have lower melatonin level than men. In case of 
insomnia, lower melatonin level was found, although the results of the studies are ambiguous. The shift in the peak of 
hormone secretion in the early morning hours was described in menopausal women. Also, the dependence of melatonin 
circadian rhythm on the menopausal phase was revealed, which determines different approaches to insomnia therapy. 
We revealed the association of melatonin secretion circadian rhythms with Clock 3111T/C gene polymorphism in Cau-
casian patients with insomnia, which allows considering 3111T allele as risky in the formation of melatonin circadian 
rhythm disturbances in these patients. 
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For citation: Semenova N.V., Madaeva I.M., Kolesnikova L.I. Insomnia and circadian rhythms of melatonin 
in menopausal women. Acta biomedica scientifica, 3 (5), 16-21, DOI 10.29413/ABS.2018-3.5.2.

Инсомния и циркадные ритмы мелатонина у женщин в менопаузе
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Обзор литературы посвящён анализу полученных к настоящему времени данных относительно гомеостаза 
сна и роли гормона мелатонина, являющегося одним из ключевых элементов циркадной системы организма, 
в регуляции цикла «сон-бодрствование» у женщин в менопаузе. Содержание мелатонина определяют в 
различных биологических средах, таких как моча, кровь, слюна, и исследованиями последних лет показана 
зависимость уровня данного гормона от пола, возраста, хронотипа, а также расовой принадлежности. 
Так, более низкий уровень мелатонина отмечен у женщин, представительниц азиатской расы, с возрастом. 
Более того, мелатонин в 9.00 ч. может быть использован в качестве биологического маркера определения 
хронотипа человека. Результаты исследований хронобиологических ритмов мелатонина у женщин в менопаузе 
неоднозначны, однако большинство результатов свидетельствуют о более низком содержании гормона при 
нарушениях сна. При этом выявлен факт смещения пиков секреции мелатонина, ассоциированного с наличием 
инсомнических расстройств в перименопаузе и отсутствием данной взаимосвязи в постменопаузе, на 
ранние утренние часы. Показано, что данная зависимость определяется носительством мажорного аллеля 
полиморфного варианта гена Clock только у представительниц европеоидной расы. 
Ключевые слова: циркадные ритмы, мелатонин, менопауза, инсомния
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Sleep is a periodically occurring, natural physiological 
condition characterized by cyclicity, a significant 
restriction of motor activity, a decrease in muscle tone and 
in response to stimuli. People spend about a third of their 
life sleeping, and the wholesomeness of sleep determines 
the overall level of health and quality of life measured 
in terms of social, mental, emotional and physical well-

being. At present, sleep is considered as an active state, 
a complex functional and chronobiological process. 
Normally, sleep includes a succession of four stages of 
non-rapid eye movement sleep (NREM) and a phase of 
rapid eye movement sleep (REM), which is a complete 
cycle repeated 4–6 times during the entire period of night 
sleep. The cycle time in a healthy people is relatively stable 

*  Статья опубликована на основании доклада на III Всероссийской научно-практической конференции молодых учёных 
«Фундаментальные и прикладные аспекты в медицине и биологии» (Иркутск, октябрь, 2018).
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and equals to 90–100 minutes. The function of non-rapid 
eye movement sleep is to restore brain homeostasis and to 
optimize control of internal organs, and the main function 
of REM-sleep is that of mental adaptation [11].

MENOPAUSE AS A RISK FACTOR  
OF SLEEP DISORDERS

Menopause is a biopsychosocial process of transition 
from the reproductive phase to its full decline. During this 
period women experience physiological changes under 
the influence of various ethnic, psychological, social and 
cultural factors. Signs of menopause are depletion of the 
ovarian follicular apparatus, a decrease in its functional 
activity, changes in the relations between hormone levels, 
a decrease of the estrogen level, and anovulation [20].

Given the hormonal and metabolic changes in women 
during and after menopause, the incidence of sleep prob-
lems in this age group increases in comparison with the 
reproductive phase and is 16–42 % in perimenopausal 
and 35–60 % in postmenopausal women [50]. A number 
of studies have shown that perimenopausal women are 
more likely to complain about sleep disorders than post-
menopausal ones [5]. The oxidative stress formed during 
postmenopause plays a significant role in the formation 
of insomnia in postmenopausal women [38]. Despite 
the fact that postmenopause creates independent risks 
for the development of sleep disorders compared with 
perimenopause [18], studies on Asian [12] and Hispanic 
[7] women have not revealed any differences in the fre-
quency characteristics of sleep disorders depending on 
the climacteric phase. The work of G.W. Pien et al. (2008) 
which included Caucasian and African American women 
have shown a greater risk of developing sleep disorders 
in perimenopausal women [36]. The various results ob-
tained may be due to ethnicity – thus, Asian women have 
a lesser manifestation of vasomotor symptoms compared 
with Caucasians [16].

One of the most common sleep disorders in meno-
pausal women is insomnia [2]. The incidence of insomnia 
in the population is 9–15 %, and this pathology is more 
often detected in women. Moreover, gender differences in 
the frequency of sleep disorders are becoming increasing-
ly important with age [26].

The basic model of insomnia pathogenesis considers 
three groups of factors influencing the development of this 
pathology – predisposing, provoking and supportive. The 
predisposing factors include:

–  biological factors reflecting the hyperactivity of 
stress body systems (decrease in activity of inhibitory 
neurotransmitter systems, desynchronization of EEG 
rhythms with an increase in the beta spectrum activity 
and a decrease in the activity of delta and gamma waves, 
increased tone of the sympathetic nervous system, 
changes in the hormone secretion profile, increased 
metabolism during the day, increased heart rate with a 
decrease in heart rate variability);

–  psychological factors (increased anxiety, 
emotionality, hypochondria);

– social factors (shift and night work, frequent change 
of time zones, low socioeconomic status, family history);

– behavioral factors (lack of sleep hygiene, alcohol, 
smoking, low physical activity level).

A provoking factor in the development of insomnia 
can be any stressful event, accompanied by emotional 
hyperactivation. In the presence of predisposing factors 
or of high intensity or duration of stress, supporting 
factors manifest themselves as somatic and cortical 
hyperactivation (predominance of the tone of the 
sympathetic nervous system, imbalance of inhibitory and 
activating systems of the brain) [42].

At the onset of menopause, hormonal and metabolic 
changes stressful for women are the causes of insomnia. 
According to B. Phillips et al. (2005), the main symptom 
of insomnia in postmenopausal women (physiological or 
surgical) is difficulty falling asleep [35], while the results 
of another study have indicated a greater frequency of 
night awakenings in postmenopause with no difference in 
relation to the difficulty of falling asleep and to morning 
and afternoon fatigue between the climacteric phases [24]. 
The results of L. Kolesnikova et al. (2017) have shown that 
perimenopausal women have more frequency of the diffi-
culty falling asleep and postmenopausal ones have more 
the number of nocturnal awakenings [32]. Various works 
were devoted to the role of vasomotor symptoms in meno-
pausal women in the pathogenesis of insomnia [24, 46]. 
The presence of vasomotor symptoms in postmenopause 
makes the risk of night awakenings 1.85 times higher [46]. 
A correlation has been found between the frequency of 
night hot flashes and the number of awakenings [48]. In 
postmenopause, even a slight frequency of night sweats 
occurrence leads to awakenings, while in perimenopause 
only frequent bouts of night sweats are associated with 
these disorders [24]. According to polysomnographic 
monitoring in women with different menopausal status 
and pronounced vasomotor reactions, a decrease in sleep 
efficiency, a change in its ‘architecture’ and a longer wak-
ing time during the night are revealed, although not all the 
studies confirm this [15]. Violation of the sleep-wake cycle 
is part of a general disturbance in the vegetative balance 
regulation and sleep organization in menopausal women. 
This is confirmed, on the one hand, by the studies showing 
the association of poor sleep quality with a decrease in 
estradiol levels and an increase in luteinizing hormone lev-
els in menopausal women [31], and, on the other hand, by 
clinical studies confirming the positive effect of hormone 
replacement therapy on the process of maintaining sleep, 
its duration and efficiency [23].

Another significant factor in the development of in-
somnia in menopausal women is depressive disorders in 
the pathogenesis of which a key role belongs to the disrup-
tion of the serotonergic brain systems (lack of serotonin in 
the brain and in receptor sites, the inability of serotonin to 
reach receptor sites, and a decreased level of tryptophan) 
[41]. A greater predisposition to depression in women is 
due to a lower serotonin content in the brain, a decrease 
in the functional activity of serotonin 5-HT2 receptors in 
the frontal, parietal, temporal and cingulate cortices [37]. 
Deficiency of female sex hormones at the onset of meno-
pause has a major role in the pathogenesis of depression 
in connection with their neuroprotective role, their effect 
on synthesis and metabolism of all monoamines, mostly 
of serotonin, and their participation in the development 
of many brain functions [28]. In postmenopausal women, 
depression is associated not only with difficulties of falling 
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asleep and early morning awakenings [46], but also with 
night awakenings [48]. 

The consequences of insomnia can be both social 
(increased risk of road accidents, decreased productiv-
ity), and medical. Insomnia increases the risk of further 
development of mental disorders, alcoholism and drug 
dependence. At present, data have shown that insomnia 
also is interlinked with obesity, cardiovascular diseases, 
oncology, bronchial asthma, impaired carbohydrate me-
tabolism, pain and mortality [8]. 

MELATONIN IS THE ONE OF THE KEY 
ELEMENTS OF THE SLEEP-WAKE CYCLE

A large array of physiological and metabolic process-
es in the body, such as temperature, sleep-wake cycle, 
glucose level, cortisol production, blood pressure, heart 
rate, oxidative stress are controlled by a circadian system 
consisting of central clocks located in the suprachias-
matic nuclei of the hypothalamus (SCN) and a number 
of peripheral oscillators such as the liver, lungs, adrenal 
glands, fibroblasts and other tissues that are synchronized 
daily with the help of nervous or humoral signals. When 
the work of the biological clock is disrupted, either the 
connections between local oscillators in different tissues 
or between the central oscillator and the rest of the body 
are torn, which underlies the further malfunction of neu-
roendocrine rhythms and behavior. At present, it is known 
that any changes in the circadian system increase the 
risk of developing pathological conditions such as sleep 
disorders, affective disorders, diabetes, oncology, obesity, 
cardiovascular diseases, and reproductive disorders [14].

The one of the key elements of the circadian mech-
anism is the hormone melatonin produced by the pineal 
gland [45]. However, in the literature there are substan-
tial data on the study of melatonin after pinealectomy in 
patients of reproductive age, when the hormone level in 
the evening decreased, yet the sleep-wake cycle persisted 
[40]. It was established that the pineal gland is not the only 
organ capable of synthesizing melatonin. Cells producing 
this hormone have been found in the retina, gastrointes-
tinal tract, bone marrow, respiratory tract, adrenal gland, 
thyroid gland, thymus, cerebellum, genitourinary system, 
placenta, etc. In addition, mast cells, natural killer cells, 
eosinophilic leukocytes, platelets and endotheliocytes 
were also proved to synthesize melatonin [1].

The rhythm of melatonin secretion has a clearly 
expressed circadian character. In healthy people the 
melatonin level begins to rise in the evening, coinciding 
with a decrease in illuminance and reaching a maximum 
in the middle of the night (02.00–03.00 h), progressively 
decreasing by morning [4]. In this case, the pineal gland 
acts as a universal mediator of the light information pass-
ing through the SCN neurons through the thoracic spine 
and the sympathetic neurons of the superior cervical 
ganglion. The synthesis of melatonin is carried out from 
tryptophan which enters the pinealocytes from the vas-
cular bed and through 5-hydroxytryptophan is converted 
into serotonin. During the dark phase of the day, the 
electrical signals coming from the SCN cause an increase 
in the synthesis and release of norepinephrine from the 
sympathetic nerve endings, which in turn activates in 
pinealocytes the arylalkylamine-N-acetyltransferase and 

hydroxyindole-O-methyltransferase – the ferments taking 
part in the conversion of melatonin from serotonin [21]. 

In many studies, a decrease in the night peak of 
melatonin concentration with age was noted, which is 
a consequence of functional changes in the pineal gland 
and other links of the circadian system of the body during 
physiological aging [33, 44]. When searching for gender 
differences in the melatonin level in people aged 60 years 
and older, a lower melatonin level in women is revealed 
[32], although in the reproductive age the opposite results 
were noted [10]. The age-related decrease in melatonin 
secretion in the female body signals a disorder of the pi-
neal and pituitary control over the ovarian cycle and the 
progressive decline of the fertile function [43]. E. Toffol 
et al. (2014) in their study of melatonin effect on mood, 
sleep, vasomotor symptoms and quality of life in women 
depending on the menopausal phase have shown that 
postmenopausal women have lower melatonin con-
centrations in the serum at night than perimenopausal 
ones. The duration of melatonin secretion was shorter 
in postmenopausal women, whereas the peak time does 
not differ [44]. The results of another study showed that 
the night secretion of melatonin in women aged 17 to 
45 years decreased gradually and had a sharp rise at 46 to 
50 years. In postmenopause, a sharp, age-related decrease 
in night melatonin secretion was detected within 15 
years after the onset of menopause [33]. E. Waleca-Kapic 
et al. (2015) not only have confirmed a decrease in urine 
6-sulfatoxymelatonin in postmenopausal women, but also 
have found a negative correlation between its excretion 
and body mass index, which confirms the melatonin effect 
on metabolism [47].

Data on the racial differences in the melatonin content 
are of interest. Studies in this area are few and the results 
have indicated lower hormone levels in the Asian repre-
sentatives compared with Caucasians, which can be due to 
both ethnic characteristics and a darker eye pigment [22]. 

To date, data have been obtained confirming the 
relationship between the melatonin level and the sleep-
wake cycle. Thus, a number of studies revealed that 
evening sleepiness and the onset of sleep usually occurs 
2  hours after the onset of the endogenous melatonin 
formation [6]. According to several authors, the role of 
melatonin is rather to open the so-called ‘sleep gate’, to 
create a ‘predisposition to sleep’, to inhibit the mecha-
nisms of wakefulness than to directly impact the somno-
genic structures. The opening of the ‘sleep gate is preceded 
by a period of increased human activation – the ‘forbidden 
period’ for sleep, sharply replaced by the ‘opening of the 
gate’. There is some evidence in favor of the assumption 
that this ‘forbidden period’ of sleep is the peak of the daily 
wake cycle, since it is combined with the daily peak of 
body temperature. The beginning of the nightly increase 
in melatonin secretion usually occurs in the middle of the 
‘forbidden period’, and when a certain concentration in the 
blood corresponding to about half of the maximum night-
time level occurs, the ‘sleep pressure’ sharply increases, 
facilitating the transition from wakefulness to sleep [25]. 

There are several scientific works comparing the 
melatonin level at certain times between representatives 
of different chronotypes. Thus, the study by M. Gibertini 
et al. (1999) where blood was sampled every hour from 
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00.00 until 07.00 showed no differences in the content 
of this hormone [17]. A.L. Morera-Fumero et al. (2013) 
in their study comparing serum melatonin level at three 
time points (9.00, 12.00 and 00.00) depending on the 
chronotype revealed a significant increase in the hormone 
level by almost 2 times in representatives of the ‘night owl’ 
chronotype at 9.00; in connection with this the research-
ers have suggested considering morning melatonin as a 
biological marker for determining the human chronotype 
[30]. The results of study by H.J.  Burgess et  al. (2008) 
demonstrated that the earlier the subject wakes up, the 
earlier melatonin secretion begins [9]. When studying the 
circadian rhythm of melatonin in patients with delayed 
sleep phase syndrome (a disorder of diurnal rhythms 
where the onset of a normal sleep pattern is delayed by 
2 or more hours compared to most people and is char-
acteristic of the ‘night owl’ chronotype), the shift in the 
hormone secretion peak was by 3–5 hours compared to 
the control group [29].

Studies carried out to date have shown that people 
with insomnia have a lower melatonin level [49]; moreover, 
the peak of the hormone secretion is shifted, which was 
demonstrated in the work on the association of melatonin, 
menopausal depression and sleep time. A delay in the 
peak of hormone secretion before morning was revealed 
in women with menopausal depression, which, according 
to researchers, may be caused by longer sleep duration as 
a compensation for insomnia in these women [34]. Similar 
results were obtained in another study where the shift in 
the peak of melatonin secretion in the early morning hours 
in women with sleep disorders in perimenopause was 
shown. In postmenopause, the morning peak of melatonin 
was also noted, regardless of the presence of sleep 
disorders [27]. The present study further revealed the 
association of melatonin secretion circadian rhythms with 
Clock 3111T/C gene polymorphism in Caucasian patients 
with insomnia, consisting of an increased hormone level in 
early morning hours in carriers of the TT-genotype, which 
allows considering 3111T allele as risky in the formation 
of melatonin circadian rhythm disturbances in these 
patients. Moreover, differences in the circadian rhythms of 
melatonin in the Asian women with insomnia, depending 
on the genotype of the Clock 3111T/C polymorphism, were 
not found [39]. 

The undoubted influence of the hormone on the 
sleep-wake cycle was also confirmed by current clinical 
experiments demonstrating the effectiveness of the use of 
exogenous melatonin in the treatment of sleep disorders 
in different groups of patients [6]. Exogenous melatonin 
acts similarly to endogenous, affecting the MT1 and MT2 
receptors located in the SCN, hypothalamus, hippocampus, 
cerebral cortex, cerebellum, retina and other tissues. The 
interaction of melatonin with these types of receptors 
leads to the activation of various cell signaling systems, to 
the synthesis of secondary messenger - cyclic adenosine 
monophosphate and to a change in the concentration 
of calcium ions. By binding to cytosolic calmodulin, 
the hormone can directly affect calcium signals by 
interacting with enzymes such as adenylate cyclase and 
phosphodiesterase, as well as with structural proteins 
[3]. Experimental studies showed that blocking the 
MT1 receptor in mice increases the length NREM, while 

blocking the MT2 receptor reduces it, i.e., in the process 
of sleep the receptors perform the opposite roles [13].

CONCLUSION

Given the multiple biological functions of melatonin 
(biorhythmological, immunomodulating, antioxidant, 
antistress, thermoregulation, sleep induction, sexual 
development regulation), the disruption of its production, 
both quantitatively and rhythmically, can be the trigger 
mechanism for desynchronosis at the initial stages and 
then to the onset of organic pathology [19]. Considering 
the menopausal syndrome as disadaptation of the female 
organism under conditions that require an increased 
activity of the adaptive system, the study of the melatonin 
role as an adaptogen of the female reproductive system 
is now extremely important. Moreover, given the high 
prevalence of insomnia among menopausal women, 
the consequences of these disorders, as well as the 
relationship of this pathology with obesity, disorders of 
carbohydrate metabolism, cardiovascular diseases, etc., 
studying one of the main sleep-wake cycle regulators will 
allow identifying personalized approaches to developing 
methods for correcting sleep disorders, which will 
significantly improve the patients’ quality of life. Taking 
into account the ambiguity of the results presented in the 
literature sources on this issue, as well as the dependence 
of melatonin level on factors such as sex and ethnicity, 
studies on the genetic aspects of the circadian system are, 
indeed, highly promising.
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Обоснование. Социально значимый заказ на подготовку иностранных специалистов, обусловленный, в том 
числе, продвижением российского образования на международный рынок, безусловно, требует организации 
процесса адаптации студентов к учебно-информационной среде вуза. Пристального внимания заслуживают 
компоненты липидного профиля, которые являются частью общего адаптационного синдрома. 
Цель исследования: изучение особенностей липидного профиля у студентов-иностранцев, обучающихся на 
базе Иркутского государственного медицинского университета. 
Методы. Всего обследовано 100 студентов медицинского профиля Иркутского государственного медицинского 
университета, обучающихся на дневной форме обучения: 58 человек (36 юношей и 22 девушки) – студенты русской 
национальности, 42 человека (32 юноши и 11 девушек) – индийские студенты. Уровни показателей липидного 
статуса определяли с помощью наборов Cormay на автоматическом анализаторе ВТС-330 методом фотометрии. 
Результаты. У юношей-индусов отмечались статистически значимо более высокие значения 
триацилглицеролов, холестерина липопротеидов очень низкой плотности и сниженные уровни холестерина 
липопротеидов высокой плотности, в сравнении с юношами русской национальности. В группах девушек 
индийского происхождения изменения касались повышенных показателей триацилглицеролов и холестерина 
липопротеидов очень низкой плотности, в сравнении с русскими. Гендерные различия были выявлены только 
среди студентов-русских – в виде повышенных значений общего холестерина и холестерина липопротеидов 
низкой плотности в группе девушек, в сравнении с юношами. 
Заключение. Установленные функциональные изменения в липидном метаболизме у иностранных студентов 
характеризуют напряжение адаптационных ресурсов организма, что, вероятно, может быть связано 
с нерациональностью питания. Полученные результаты могут служить базовой информацией для 
проведения мониторинга за состоянием здоровья студентов, разработки этноспецифических мероприятий 
по профилактике заболеваний.
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Background. A socially significant order for the training of foreign specialists, including the promotion of Russian 
education on the international market, certainly requires the organization of the process of students’ adaptation to 
the educational and information environment of the university. Particular attention deserves the components of the 
lipid profile, which are part of the overall adaptation syndrome. 
Aim: to study the features of the lipid profile in foreign students studying at the Irkutsk State Medical University. 
Methods. In total, 100 students of the medical profile of the Irkutsk State Medical University were enrolled in full-time 
study: 58 students (36 males and 22 females) were students of Russian nationality and 42 students (32 males and 
11 females) – Indian students. Levels of lipid status indicators were determined with the help of Cormay kits on the 
automatic analyzer BTS-330 using the photometry method. 
Results. Hindu young men had statistically significantly higher values of triacylglycerols, very low-density lipoproteins 
and lower levels of high-density lipoproteins in comparison with young Russians. In the groups of girls of Indian origin, 
the changes concerned increased levels of triacylglycerols and very low-density lipoproteins in comparison with Rus-
sians. Gender differences were found only among Russian students – in the form of increased values of cholesterol and 
low-density lipoproteins in the group of girls compared to boys. 
Conclusion. The established functional changes in lipid metabolism in foreign students characterize the stress of the 
adaptive resources of the body, which, probably, can be due to the irrationality of nutrition. 
Key words: l ipid profile, foreign students, Indians, adaptation

For citation: Darenskaya  M.A., Danchinova  Ya.L., Aaromal Adjitha, Grebenkina  L.A., Aleksandrov  S.G., 
Suslikova M.I., Sukhinin K.V., Kolesnikova L.I. Evaluation of components lipid profile in students-foreigners 
studying at the Irkutsk State Medical University. Acta biomedica scientifica, 3 (5), 22-26, DOI 10.29413/
ABS.2018-3.5.3.

ВВЕДЕНИЕ

Наличие иностранцев, обучающихся в качестве 
студентов в вузах России, является значимым факто-
ром с точки зрения политики, который с одной сторо-
ны повышает авторитет страны, а с другой – считается 
способом интеграции в мировое интеллектуальное 
сообщество [5]. Процесс обучения студентов-ино-
странцев в вузах медицинского профиля России может 
также выступать в качестве стимулирующего фактора 
развития медицинской науки и практики [7]. Соци-
ально значимый заказ на подготовку иностранных 
специалистов, обусловленный в том числе, продвиже-
нием отечественного образования на международный 
рынок, безусловно, требует организации процесса 
адаптации студентов к учебно-информационным на-
грузкам вузовской среды [1, 5]. Проблема адаптации 
иностранных студентов к новым для них условиям 
среды и процессу обучения чрезвычайно значима, так 
как влияет, в том числе, на академическую успевае-
мость учащегося [8]. Учебный процесс характеризует-
ся интенсивной умственной нагрузкой и закономерно 
предъявляет значительные требования к функцио-
нальной активности большинства органов и систем 
организма [4, 5, 6, 22]. Особого внимания заслуживают 
показатели липидного профиля, так как они являются 
частью общего адаптационного синдрома [1, 2, 9, 13, 
15, 21]. Как структурные компоненты липиды могут 
составлять до 25 % объёма нервных тканей, поэтому 
их недостаток либо избыток может привести к се-
рьёзному снижению эффективности умственной и 
физической деятельности [11, 12, 16, 20]. Показано, 
что содержание липидов в составе плазмы крови 
полностью отражает обмен липидов в организме в 
целом и особенно в печени и жировых депо [3, 14, 17, 
18, 19]. Интересным представляется установленный 
факт, что примерно двое из сотни обучающихся в вузе 
во всем мире – иностранные студенты, среди которых 
преобладают граждане развивающихся стран [5]. 

В связи с чем, целью исследования явилось из-
учение особенностей липидного профиля у студен-
тов-иностранцев, обучающихся на базе Иркутского 
государственного медицинского университета

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Всего было обследовано 100 студентов медицин-
ского профиля, обучающихся в Иркутском государ-
ственном медицинском университете на дневной 
форме. Из них 58 студентов русской национальности 
(36  юношей (средний возраст 18,31  ±  1,26  года) и 
22  девушки (средний возраст 18,23  ±  0,62  года)) и 
42 индийских студента (32 юноши (средний возраст 
21,88  ±  1,56  года) и 11  девушек (средний возраст 
21,56 ± 4,07 лет)).

Этническая принадлежность индийцев опре-
делялась самоидентификацией с учётом элемен-
тов фенотипа. Набор материала для исследования 
осуществлялся в осеннее время года. Материалом 
исследования служила сыворотка крови. Забор кро
ви проводили из локтевой вены в соответствии с 
общепринятыми требованиями. Уровни общего хо-
лестерина (ОХС), холестерина липопротеидов высо-
кой плотности (ХС ЛПВП), триацилглицеридов (ТАГ) 
определяли с помощью наборов Cormay на автомати-
ческом анализаторе ВТС-330 методом фотометрии. 
Содержание холестерина липопротеидов низкой 
плотности (ХС ЛПНП) рассчитывали по формуле: ХС 
ЛПНП  =  ОХС  –  (ХС  ЛПВП  +  ХС  ЛПОНП), где уровень 
холестерина липопротеидов очень низкой плотности 
(ХС ЛПОНП), рассчитывался как ХСЛПОНП = ТАГ / 2,2. 
Холестериновый коэффициент атерогенности (КА), 
отражающий баланс между уровнем атерогенных 
и антиатерогенных липопротеидов, определяли по 
формуле: КА = (ОХС – ХС ЛПВП) / ХС ЛПВП. За нор-
мальные значения липидов и липопротеинов при-
нимали уровни: ОХС < 5,2 ммоль/л, ТАГ < 1,7 ммоль/л, 
ХСЛПВП > 0,9 ммоль/л, ХСЛПНП < 3,89 ммоль/л, КА < 3,0. 



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Vol. 3, N 5

24	 										            Biochemistry

В работе со студентами соблюдались этические 
принципы, предъявляемые Хельсинкской деклара-
цией Всемирной медицинской ассоциации (1964, 
ред. 2013). Все обследуемые подписывали информи-
рованное согласие.

Для анализа результатов использовали 
Statistica  6.1 (StatSoft  Inc., США). Мы использовали 
визуально-графический метод и критерии согласия 
Колмогорова – Смирнова с коррекцией Лилиефорса 
и Шапиро  –  Уилка, чтобы определить нормальное 
распределение. Проверка общих дисперсий равен-
ства выполнялась с использованием точного теста 
Фишера (F-тест). Данные были представлены как 
среднее (M) и дисперсия (σ). При анализе межгруп-
повых различий использовали параметрический 
(t-критерий Стьюдента) и непараметрический (тест 
Манна – Уитни) критерии. Критический уровень зна-
чимости принимался равным 5 % (0,05). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате анализа средних значений показа-
телей липидного статуса у студентов-медиков нами 
были зарегистрированы статистически значимые 
различия по некоторым компонентам с учётом как 
гендерного, так и этнического факторов (табл. 1). 

Так, у юношей-индусов были отмечены стати-
стически значимо более высокие значения ТАГ (в 
1,91 раза; p < 0,0001), ХС ЛПОНП (в 1,9 раза; p < 0,0001) 
и сниженные уровни ХСЛПВП (в 1,17 раза; p = 0,049), 
в сравнении с юношами-русскими (табл. 1). В груп-
пах девушек индийского происхождения изменения 
касались повышенных показателей ТАГ (в 1,69 раза; 
p  <  0,0001) и ХС  ЛПОНП (в 1,69  раза; p  <  0,0001), в 
сравнении с русскими. Кроме того, в группах русских 
студентов отмечались гендерные различия: по-
вышенные значения ОХС (в 1,19  раза; p  =  0,009) и 
ХС ЛПНП (в 1,25 раза; p = 0,030) у девушек, в сравнении 
с юношами. В группах студентов-индусов гендерных 
различий отмечено не было (p > 0,05). В отношении 
коэффициента атерогенности статистически значи-
мых различий между группами выявлено не было, 
при этом было установлено превышение данного 
показателя относительно общепринятых нормати-

вов, более выраженное у юношей-индусов и девушек 
русского происхождения.

Многочисленные исследования показали, что 
особенности липидного обмена обусловлены генети-
ческими факторами, зависят от характера питания, 
физической активности, возраста, пола и т. д. [3, 8, 
18]. Нами было зарегистрировано увеличение ТАГ у 
студентов-индийцев – как у юношей, так и у девушек. 
Согласно данным литературы, нейтральные жиры, 
или триацилглицериды (ТАГ), являются важнейшим 
источником энергии как при непосредственном ис-
пользовании, так и потенциально – в виде запасов в 
жировой ткани, причём последняя является источни-
ком гормонов, оказывающих влияние на различные 
функции организма, в частности, на репродуктивную 
функцию [6, 12, 14]. Увеличение ТАГ в данном случае 
можно рассматривать как неблагоприятный фактор, 
вероятно, связанный с особенностями питания при-
езжих студентов, которые сменили традиционное 
питание на тип питания, нехарактерный для них [10, 
21]. Обращают на себя внимание также низкие зна-
чения ХС ЛПВП у юношей-иностранцев и несколько 
сниженные уровни данного показателя у девушек. 
Установлено, что ХС ЛПВП получают холестерин из 
периферических клеток, а также других липопроте-
идов, затем холестерин этерифицируется с помощью 
фермента лецитинхолестеролацилтрансферазы [19]. 
Позднее эфир холестерина переносится в остаточные 
частицы, которые поглощаются печенью, откуда 
холестерол экскретируется. Наблюдаемый нами 
недостаток ХС  ЛПВП может провоцировать рост 
коэффициента атерогенности, что мы и отметили 
в исследуемых группах индийских студентов. Для 
оценки потенциальной атерогенности липопротеи-
нов крови используется коэффициент атерогенности, 
высчитываемый как отношение разности общего 
холестерина и ХС ЛПВП к ХС ЛПВП. Повышение ри-
ска развития атеросклероза соответствует каждому 
значению коэффициента атерогенности, превышаю-
щему 3,0. Превышение коэффициента наблюдалось 
также в группе девушек русской национальности, 
что, вероятно, связано с высокими значениями ОХС 
в данной группе.

Таблица 1
Показатели липидного профиля у юношей и девушек различных этнических групп

Table 1
Lipid profile in males and females of different ethnic groups

Показатели

Этнические группы

pИндийцы Русские

Юноши (1) Девушки (2) Юноши (3) Девушки (4)

ОХС, ммоль/л 4,04 ± 0,93 4,21 ± 0,99 4,28 ± 0,95 5,10 ± 1,36 3–4

ТАГ, ммоль/л 1,22 ± 0,24 1,18 ± 0,29 0,64 ± 0,29 0,70 ± 0,25 1–3, 
2–4

ХСЛПВП, ммоль/л 0,98 ± 0,30 1,03 ± 0,25 1,15 ± 0,40 1,22 ± 0,10 1–3

ХСЛПОНП, ммоль/л 0,55 ± 0,11 0,54 ± 0,13 0,30 ± 0,13 0,32 ± 0,11 1–3, 
2–4

ХСЛПНП, ммоль/л 2,50 ± 0,96 2,66 ± 1,05 2,84 ± 1,01 3,56 ± 1,45 3–4

КА, усл. ед. 3,42 ± 1,52 3,37 ± 1,54 3,03 ± 1,52 3,42 ± 0,17 –

Примечание. p – статистически значимые различия между показателями исследуемых групп.
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Таким образом, установленные функциональные 
изменения в липидном метаболизме иностранных 
студентов характеризуют напряжение адаптацион-
ных ресурсов организма, что, вероятно, может быть 
связано с нерациональностью питания последних. 
Комплексное исследование метаболических реакций 
у студентов-иностранцев расширяет представления 
об адаптивных механизмах к изменённым условиям 
среды и может служить базовой информацией для 
последующего мониторинга за состоянием здоровья 
студентов, разработки этноспецифических меропри-
ятий по профилактике заболеваний.
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Влияние статина при добавлении к антигипертензивной терапии  
на показатели сосудистой жёсткости у больных артериальной гипертензией 

высокого сердечно-сосудистого риска

Иркутская государственная медицинская академия последипломного образования – филиал ФГБОУ ДПО 
«Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России 

(664049, г. Иркутск, Юбилейный, 100, Россия)

Обоснование. Повышенная жёсткость сосудов является независимым фактором риска сердечно-сосудистых 
событий, в том числе при артериальной гипертензии. Положительное влияние на данный показатель в 
разной степени оказывают все основные группы антигипертензивных препаратов. Данные по влиянию 
статинов на артериальную жёсткость неоднозначны.
Цель исследования: изучить динамику показателей сосудистой жёсткости у больных артериальной 
гипертензией высокого или очень высокого сердечно-сосудистого риска при добавлении розувастатина к 
комбинированной двухкомпонентной антигипертензивной терапии амлодипином и лизиноприлом. 
Методы. 60  пациентов были рандомизированно распределены на две группы: первая группа получала 
фиксированную комбинацию амлодипин/лизиноприл, вторая дополнительно к этому режиму терапии 
принимала розувастатин. В изучаемых группах оценивали и сравнивали динамику офисного и среднесуточного 
артериального давления, центрального давления в аорте, скорости распространения пульсовой волны на 
каротидно-феморальном и каротидно-радиальном сегментах. 
Результаты. К окончанию 24-недельного периода лечения отмечено статистически значимое снижение 
офисного и среднесуточного артериального давления в обеих группах с большей степенью уменьшения 
офисного диастолического артериального давления в группе добавления статина. Центральное 
артериальное давление в аорте также снизилось в обеих группах в равной степени. Индекс аугментации 
статистически значимо уменьшился в обеих группах, в большей степени – во второй группе (–4,8 % и –9,4 % 
соответственно; р = 0,036). Каротидно-феморальная скорость распространения пульсовой волны снизилась 
в одинаковой степени в обеих группах, а каротидно-радиальная – только во второй (с 9,5 ± 1,8 до 8,8 ± 1,1 м/с; 
р = 0,026).	
Заключение. Добавление розувастатина к фиксированной комбинации амлодипин/лизиноприл в лечении больных 
артериальной гипертензией высокого и очень высокого сердечно-сосудистого риска сопровождалось более 
выраженным снижением офисного диастолического давления, индекса аугментации и статистически значимо 
уменьшало каротидно-феморальную и каротидно-радиальную скорость распространения пульсовой волны.
Ключевые слова: артериальная гипертензия, розувастатин, лизиноприл, амлодипин, жёсткость сосудов, 

скорость распространения пульсовой волны
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The Effect of Statin Added to Antihypertensive Therapy on Arterial Stiffness  
in Hypertensive Patients at High Cardiovascular Risk
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Irkutsk State Medical Academy of Postgraduate Education –  
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Background. Little is known about the effect of statins addition to standard antihypertensive therapy on blood pressure 
level and vascular stiffness in high-risk hypertensive patients.
The aim of the study was to assess the dynamics of vascular stiffness in hypertensive patients of high or very high car-
diovascular risk under the influence of rosuvastatin addition to combined two-component amlodipine and lisinopril 
antihypertensive therapy. 
Materials and methods. We investigated 60 hypertensive patients who were randomized into two groups: the 1st group 
received a fixed amlodipine/lisinopril combination, the 2nd one followed the same regimen of therapy with addition 
of 20 mg rosuvastatin. Mean office and ambulatory blood pressure as well as central aortic blood pressure and pulse 
wave velocity were evaluated in both groups before and after 24-week follow-up period.
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Results. At end of follow-up period the office and average daily blood pressure significantly decreased in both groups, 
with more prominent office diastolic blood pressure decline in the 2nd one. The central aortic blood pressure equally 
decreased in both groups. The augmentation index significantly reduced in both groups, mostly in the 2nd one. The 
carotid-femoral pulse wave velocity declined in both groups to the same extent. The carotid-radial pulse wave velocity 
decreased statistically only in the second group.
Conclusions. Addition of rosuvastatin to a fixed amlodipine/lisinopril combination in high/very high cardiovascular 
risk hypertensive patients was accompanied by more pronounced decline of diastolic blood pressure and augmentation 
index, as well as significantly reduction of pulse wave velocity.
Key words: hypertension, rosuvastatin calcium, lisinopril, amlodipine, vascular stiffness, pulse wave velocity

For citation: Fedorishina O.V., Protasov K.V., Torunova A.M. The effect of statin added to antihypertensive 
therapy on arterial stiffness in hypertensive patients at high cardiovascular risk. Acta biomedica scientifica, 
3 (5), 27-32, DOI 10.29413/ABS.2018-3.5.4.

Целью лечения артериальной гипертензии (АГ) 
является не только достижение целевого артериаль-
ного давления (АД), но и максимально возможное 
снижение риска кардиоваскулярных событий и 
смертности путём защиты повреждённых органов-
мишеней [7]. Состояние сосудистой стенки при дан-
ном заболевании привлекает всё больший интерес 
исследователей с этой точки зрения. Установлено, 
что у больных АГ повышение ригидности артерий 
увеличивает риск кардиоваскулярных событий [14, 
16, 20]. Скорость распространения пульсовой волны 
(СРПВ) и индекс аугментации (ИА) относятся к не-
инвазивным и достаточно точным критериям оценки 
сосудистой жёсткости. Ряд исследований продемон-
стрировали способность большинства групп анти-
гипертензивных препаратов уменьшать сосудистую 
жёсткость, что можно объяснить как снижением АД, 
так и непосредственным воздействием препаратов 
на сосудистую стенку [10]. Так, доказано снижение 
жёсткости аорты под влиянием ингибитора ангиотен-
зинпревращающего фермента (АПФ) лизиноприла и 
антагониста кальциевых каналов (АКК) амлодипина 
как в виде монотерапии [5, 10], так и в комбинации 
друг с другом [4, 8, 15]. В исследованиях со статинами 
получены противоречивые данные, однако в метаа-
нализе установлено, что терапия статинами также 
приводит к уменьшению ригидности сосудов [12]. 
У пациентов с АГ доказано улучшение эластичности 
сосудов в виде снижения СРПВ и ИА при переводе 
на фиксированную комбинацию амлодипин/лизи-
ноприл/розувастатин [1, 2]. В то же время прямые 
сравнительные исследования, оценивающие эф-
фективность комбинации амлодипин/лизиноприл 
в отдельности и при добавлении к ней статина по 
влиянию на сосудистую жёсткость, не проводились. 
Таким образом, вопрос о выборе оптимальной тера-
пии АГ, которая позволила бы комплексно повлиять 
на морфофункциональное состояние сосудов и тем 
самым снизить риск развития осложнений АГ, до сих 
пор остаётся открытым. 

Это определило цель исследования: изучить ди-
намику показателей сосудистой жёсткости у больных 
АГ высокого/очень высокого сердечно-сосудистого 
риска при добавлении розувастатина к комбини-
рованной двухкомпонентной антигипертензивной 
терапии амлодипином и лизиноприлом.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Обследованы 60 пациентов в возрасте от 30 до 
65  лет. Критерии включения: впервые выявлен-

ная или не леченная ранее АГ высокого или очень 
высокого сердечно-сосудистого риска [7]; отсут-
ствие противопоказаний к ингибиторам АПФ, АКК 
и статинам. В исследование не включали больных 
с симптоматической АГ, сахарным диабетом, ассо-
циированными с АГ заболеваниями, связанными 
с атеросклерозом, аритмиями, требующими меди-
каментозной терапии, хронической сердечной не-
достаточностью III–IV  функционального класса по 
NYHA, скоростью клубочковой фильтрации < 30 мл/
мин, дисфункцией щитовидной железы, ожидаемой 
плохой приверженностью пациента к лечению. Паци-
ентами было подписано информированное согласие 
на участие в исследовании. Протокол исследования 
одобрен комитетом по этике ИГМАПО.

Исходно проводили суточное мониторирование 
АД (СМАД, CardioTens-01, Meditech, Венгрия). СРПВ 
измеряли с помощью автоматизированной системы 
«SphygmoCor» (AtCor Medical, Австралия). Для оценки 
показателей центральной гемодинамики в аорте при 
помощи аппланационного тонометра в составе систе-
мы «SphygmoCor» регистрировали пульсовую волну 
(ПВ) на a. radialis. Затем с помощью валидированной 
генерализованной функции преобразования получа-
ли контур пульсовой волны в аорте и рассчитывали 
центральное систолическое АД (САД), диастоличе-
ское АД (ДАД) и пульсовое давление (ПД) в аорте, ИА 
и давление аугментации (прироста), приведённые к 
пульсу 75 уд./мин [9, 13].

Методом конвертов всех пациентов рандомизи-
ровали в две группы. Первая группа (стандартного 
лечения) получала фиксированную комбинацию 
амлодипин/лизиноприл (Экватор®, Гедеон Рихтер, 
Венгрия) в стартовой дозе 5/10 мг, вторая дополни-
тельно к этой терапии принимала розувастатин (Мер-
тенил®, «Гедеон Рихтер», Венгрия) в дозе 20 мг/сут. 

В случае недостижения целевого уровня АД 
(< 140/90 мм рт. ст.) через две недели лечения дозу 
препарата Экватор увеличивали до 5/20 мг, а через 
четыре недели у не достигших целевого АД – до 
10/20 мг. Период наблюдения составил 24 недели.

В обеих группах изучали показатели СМАД, кли-
нического АД, центрального АД в аорте, ИА, СРПВ 
на каротидно-радиальном (СРПВс-r) и каротидно-
феморальном сегментах (СРПВс-f) исходно и через 
24 недели наблюдения. Учитывали побочные эффек-
ты и переносимость лечения. Применяли критерии 
Манна – Уитни, Вилкоксона, c2 для непараметриче-
ских данных. Средние значения отображали в виде 
среднего арифметического (М) и среднеквадратиче-
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ского отклонения (σ). Для статистической обработки 
использовали программу Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 
США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Группы были сопоставимы по всем исходным 
клиническим данным (табл. 1).

К окончанию 24-недельного периода лече-
ния средняя доза Экватора в 1-й группе составила 
6,7 ± 2,7/15,0 ± 5,6 мг/сут., во 2-й – 6,6 ± 2,7/15,2 ± 5,8 мг/‌сут. 
(р > 0,05).

В таблице  2 представлены показатели перифе-
рического и центрального АД, ИА, СРПВ в группах 
исходно и на фоне приёма препаратов.

Как видно, в обеих группах статистически значи-
мо уменьшилось клиническое и среднесуточное САД 
и ДАД. Однако к шестому месяцу наблюдения целевой 
уровень был достигнут у 15 (50,0 %) пациентов в 1-й 
группе и у 25 (83,3 %) – во второй (р = 0,056). На фоне 
терапии произошло значимое снижение центрально-
го САД, ДАД и ПД, давления прироста и ИА. У паци-
ентов группы стандартного лечения статистически 
значимо уменьшилась СРПВс-f, а при добавлении к 
комбинации розувастатина – и СРПВс-r.

Выраженность сдвигов изучаемых показателей 
на фоне приёма препаратов отражена в таблице 3.

Из приведённой таблицы следует, что у паци-
ентов 2-й группы отмечена статистически значимо 
большая эффективность терапии по снижению офис-
ного ДАД и ИА.

Побочные эффекты с одинаковой частотой ре-
гистрировались в обеих группах: першение в горле 
и сухой кашель – у 16 пациентов (7 (23 %) – из 1-й 
группы, 9 (30  %) – из 2-й группы); отёки нижних 
конечностей – у 2 пациентов (по одному человеку в 
каждой группе), – в связи с чем доза препарата Эква-
тор была уменьшена.

ОБСУЖДЕНИЕ 

В работе впервые проведён сравнительный ана-
лиз динамики показателей сосудистой жёсткости у 
больных АГ высокого/очень высокого кардиоваску-
лярного риска под влиянием стандартной комбина-
ции АД-снижающих препаратов и при добавлении 
к ней розувастатина в дозе 20 мг. Поводом для про-
ведения исследования явилась противоречивость 
данных литературы о влиянии статинов на уровень 
АД и сосудистую жёсткость [10, 12].

Таблица 1 
Исходная клиническая характеристика групп (М ± σ)

Table 1
The baseline clinical characteristic of the groups (М ± σ)

Показатель 1-я группа: амлодипин/лизиноприл  
(n = 30)

2-я группа: амлодипин/лизиноприл + 
розувастатин (n = 30)

Пол (мужчин/женщин)* 14/16 17/13

Возраст, лет 48,9 ± 10,1 53,7 ± 6,8

Индекс массы тела, кг/м2 30,3 ± 5,0 30,0 ± 3,7

Длительность АГ, годы 8,4 ± 7,5 11,3 ± 8,7
Примечание. Все р > 0,05.

Таблица 2
Динамика изучаемых параметров в течение периода наблюдения

Table 2
The investigated parameters dynamics during follow-up period

Показатель (М ± σ)
1-я группа: амлодипин/лизиноприл  

(n = 30)
2-я группа: амлодипин/лизиноприл + 

розувастатин (n = 30)
исходно 24 недели исходно 24 недели

САД офисное, мм рт. ст. 172,4 ± 24,3 136,7 ± 12,8* 173,3 ± 20,2 131,2 ± 10,4*

ДАД офисное, мм рт. ст. 105,4 ± 13,5 88,0 ± 9,4* 104,4 ± 14,0 83,5 ± 7,8*

САД-24, мм рт. ст. 146,2 ± 15,6 124,5 ± 9,4* 147,5 ± 18,5 124,0 ± 11,4*

ДАД-24, мм рт. ст. 89,6 ± 13,1 76,6 ± 6,1* 89,0 ± 12,6 75,2 ± 7,5*

Центральное САД, мм рт. ст. 153,6 ± 22,1 118,6 ± 10,5* 157,0 ± 20,3 120,5 ± 12,4*

Центральное ДАД, мм рт. ст. 100,5 ± 13,2 82,4 ± 8,5* 100,0 ± 10,6 82,3 ± 8,1*

Центральное ПД, мм рт. ст 53,2 ± 17,6 36,2 ± 6,5* 56,8 ± 14,0 37,9 ± 9,6*

Давление прироста, мм рт. ст. 13,6 ± 7,6 7,0 ± 4,9* 14,9 ± 6,7 6,9 ± 4,9*

ИА75, % 26,2 ± 11,0 20,4 ± 13,9** 28,1 ± 8,3 19,2 ± 11,8*

ИА, % 30,6 ± 14,0 25,8 ± 14,6*** 35,2 ± 8,2 27,0 ± 12,3*

СРПВc-f, м/с 9,1 ± 1,8 8,1 ± 1,3** 9,5 ± 1,8 8,9 ± 1,8***

СРПВc-r, м/с 9,7 ± 2,0 9,0 ± 1,6 9,5 ± 1,8 8,8 ± 1,1***
Примечание. САД – систолическое АД; ДАД – диастолическое АД; ПД – пульсовое давление; САД-24, ДАД-24 – средне-
суточные значения САД, ДАД; ИА – индекс аугментации; ИА75 – индекс аугментации, приведённый к частоте сердечных 
сокращений 75 уд./мин; СРПВ

c-f
 и СРПВ

с-r
 – скорость распространения пульсовой волны на каротидно-феморальном и 

каротидно-радиальном сегментах; * – различия статистически значимы при р < 0,0001; ** – различия статистически зна-
чимы при р < 0,01; *** – различия статистически значимы при р < 0,05. 
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Согласно полученным нами данным, на фоне 
приёма сопоставимых доз антигипертензивных 
препаратов в обеих группах в одинаковой степени 
уменьшилось клиническое САД и среднесуточное 
САД и ДАД. В группе дополнительного приёма розу-
вастатина отмечены более выраженное снижение 
клинического ДАД и тенденция к большему сниже-
нию клинического САД. Целевой уровень АД в этой 
группе был достигнут у существенно большего ко-
личества пациентов – 83,3 % против 50,0 % в группе 
приёма стандартной АД-снижающей терапии. Этот 
факт находит отражение в работах других авторов [1, 
6]. Вероятно, АД-снижающее действие розувастатина 
реализуется с помощью ряда механизмов: стимуля-
ции выработки окиси азота эндотелием, уменьшения 
продукции эндотелина-1, снижения экспрессии ре-
цепторов первого типа к ангиотензину-II, подавле-
ния синтеза активных форм кислорода, уменьшения 
уровня провоспалительных цитокинов в крови [18]. В 
липидснижающей ветви испытания ASCOT снижение 
АД под влиянием аторвастатина начиналось с 6-й 
недели терапии [11]. В исследовании CAFÉ-ASCOT 
было доказано, что комбинация АКК и ингибитора 
АПФ приводила к увеличению эластичности крупных 
артерий, в сравнении с терапией бета-блокатором и 
диуретиком. Это сопровождалось снижением риска 
осложнений АГ [11, 19]. Уменьшение ригидности 
сосудов на фоне приёма комбинации амлодипин/
лизиноприл изучено в ряде работ. В ходе 6-месячной 
терапии [8] она превзошла комбинацию эналаприл/
гидрохлортиазид по способности снижать СРПВ по 
аорте. Однако в другом исследовании изучаемая 
комбинация не оказала существенного влияния на 
скорость пульсовой волны у мужчин с АГ, но привела 
к статистически значимому снижению перифериче-
ского и центрального АД, ПД и ИА [4]. Полученные 
нами данные подтверждают вазопротективный 
эффект фиксированной комбинации амлодипин/

лизиноприл в виде снижения АД в аорте (САД, ДАД и 
ПД), уменьшения давления прироста, ИА и СРПВ на 
каротидно-феморальном сегменте. 

Вазопротективное действие статинов объясняет-
ся липидснижающим эффектом и некоторыми плей-
отропными механизмами, в частности, стимуляцией 
продукции окиси азота эндотелием. В исследованиях 
последних лет изучалось влияние статинов на не-
которые параметры сосудистой жёсткости. Так, в 
рандомизированном исследовании СТРЕЛА (2012) на 
фоне 5-недельной терапии статинами зафиксировано 
снижение индекса жёсткости, незначительное умень-
шение индексов аугментации и отражения, прирост 
амплитуды пульсовой волны [3]. Эти изменения были 
более выраженными в группе розувастатина. По дан-
ным других авторов, на фоне приёма статинов выяв-
лено снижение ИА и СРПВс-r [17]. Данные метаанализа 
показали снижение СРПВc-f на фоне приёма статинов 
[12]. Приём фиксированной комбинации амлодипин/
лизиноприл/розувастатин у пациентов с АГ и ате-
росклерозом брахиоцефальных артерий уменьшал 
аортальное САД и ДАД, СРПВ, ИА и индекс артериаль-
ной жёсткости [2]. В другом исследовании перевод с 
обычной терапии на данную комбинацию и её после-
дующий приём в течение года сопровождались сни-
жением центрального АД и каротидно-феморальной 
СРПВ [1]. В нашей работе впервые в сравнительном 
аспекте выявлена способность розувастатина в дозе 
20 мг усиливать антигипертензивный и вазопротек-
тивный эффект комбинации АКК и ингибитора АПФ, 
что привело к снижению всех изученных показателей 
сосудистой жёсткости и центральной гемодинамики в 
группе пациентов, получавших тройную комбинацию 
розувастатина, амлодипина и лизиноприла. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Добавление розувастатина к фиксированной ком-
бинации амлодипин/лизиноприл в лечении больных 

Таблица 3 
Сравнительный анализ динамики изучаемых параметров 

Table 3
The comparative analysis of investigated parameters dynamics

Показатель (М ± σ) 1-я группа: амлодипин/лизиноприл  
(n = 30)

2-я группа: амлодипин/лизиноприл + 
розувастатин (n = 30)

∆ САД офисное, мм рт. ст. –35,8 ± 26,4 –42,1 ± 20,3

∆ ДАД офисное, мм рт. ст. –17,3 ± 14,7 –20,9 ± 9,8*

∆ САД-24, мм рт. ст. –21,7 ± 16,0 –23,4 ± 15,7

∆ ДАД-24, мм рт. ст. –13,0 ± 11,6 –13,8 ± 9,5

∆ центральное САД, мм рт. ст. –35,0 ± 11,1 –36,8 ± 18,1

∆ центральное ДАД, мм рт. ст. –18,0 ± 1,8 –17,7 ± 8,6

∆ центральное ПД, мм рт. ст. –17,0 ± 2,3 –18,9 ± 13,9

∆ давление прироста, мм рт. ст. –6,6 ± 11,7 –8,0 ± 5,3

∆ ИА75, % –4,0 ± 13,0 –8,9 ± 8,2*

∆ ИА, % –4,8 ± 19,0 –9,4 ± 8,6*

∆ СРПВc-f, м/с –0,9 ± 1,5 –0,7 ± 1,4

∆ СРПВc-r, м/с –0,7 ± 2,3 –0,7 ± 1,5
Примечание. ∆ – разница между исходными показателями и показателями через 24 недели; * – различия статистически 
значимы при р < 0,05. 
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АГ высокого/очень высокого сердечно-сосудистого 
риска сопровождалось дополнительным снижением 
диастолического АД и индекса аугментации, а также 
статистически значимым уменьшением скорости рас-
пространения пульсовой волны по аорте и артериям 
среднего калибра.

Авторы данной статьи сообщают об отсутствии 
конфликта интересов.
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Введение. Современные методы биоинформатики позволяют проводить поиск и анализ функционально 
важных участков в геноме. Одними из таких участков в геноме бактерий являются локусы CRISPR/Cas-
систем, выполняющих роль «адаптивной иммунной защиты» от чужеродных нуклеиновых кислот. Поиск 
и анализ структур CRISPR/Cas-систем в геномах плазмид и фагов предоставляет новую информацию об 
эволюции данных систем в бактериальных хозяевах.
Цель исследования: поиск структур CRISPR/Cas-систем в геноме плазмиды pCT281 штамма Bacillus thuring-
iensis subsp. chinensis CT-43 при помощи методов биоинформатики. 
Материалы и методы. Материалом для исследования являлся геном плазмиды pCT281 штамма B. thuringiensis 
subsp. chinensis CT-43, загруженный из базы данных RefSeq. Для идентификации cas-генов была использована 
программа MacSyFinder (ver. 1.0.5). Детекция CRISPR-кассет проводилась при помощи трёх приложений: CRIS-
PRFinder, PILER-CR, CRISPR Recognition Tool (CRT). Консенсусная структура повторов получена в WebLogo 3.
Результаты и обсуждение. В плазмиде pCT281 был выявлен один локус CRISPR/Cas-системы типа I-C. В данном 
локусе были идентифицированы две CRISRP-кассеты, между которыми расположена последовательность 
из четырёх cas-генов. В первой CRISPR-кассете зафиксированы последовательности 10 спейсеров размером 
от 32 до 35  пар нуклеотидов (п.  н.) и 11  повторов (32  п.  н.). Во второй CRISPR-кассете обнаружены 
последовательности 5 спейсеров (33–53 п. н.), разделённых шестью повторами по 32 п. н.
Выводы. Используемые биоинформационные методы позволяют эффективно проводить поиск структур 
CRISPR/Cas-системы в мобильных элементах генома. Наличие CRISPR-кассет и cas-генов в плазмиде pCT281 
может свидетельствовать о возможной передаче CRISPR/Cas-системы от бактериальной хромосомы 
данной плазмиде. Выявленные спейсерные последовательности CRISPR-кассет предоставляют информацию 
о фагах, с которыми данная бактерия встречалась. 
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Background. CRISPR/Cas systems loci are one of the functionally important patterns in bacterial genome which perform 
the role of “adaptive immune defense” from foreign nucleic acids. The study of CRISPR/Cas systems structure in genomes 
of plasmids and phages provide new information about the evolution of this systems in bacterial hosts.
Aims. A search of CRISPR/Cas systems structures in pCT281 plasmid from Bacillus thuringiensis subsp. chinensis strain 
CT-43 using bioinformatic methods.
Materials and methods. Search studies using bioinformatics methods were performed with the genome of pCT281 
plasmid of B. thuringiensis subsp. chinensis strain CT-43 from the RefSeq database. To search for the CRISPR/Cas sys-
tem structure MacSyFinder (ver. 1.0.5) and three combined algorithms were used: CRISPRFinder; PILER-CR; CRISPR 
Recognition Tool (CRT). The consensus repeat sequence was generated in WebLogo 3.
Results and discussion. In pCT281 plasmid we detected one locus of CRISPR/Cas system of the type I-C which contains 
2 CRISPR-cassettes and 4 cas-genes located between them. The CRISPR-cassette 1 includes 10 spacers from 32 to 35 
bp and 11 repeats 32bp in length. 5 spacers (33–35 bp) separated by 6 repeats 32 bp in length were detected in the 
CRISPR-cassette 2. 
Conclusions. The bioinformatic methods used in this study enable to conduct a search of CRISPR/Cas systems structures 
in plasmid genomes. The presence of the CRISPR-Cas locus in pCT281 plasmid confirms a possible transfer of this system 
from the nucleoid to this plasmid. The detected spacers provide information about phages this bacteria was encountered.
Key words: CRISPR/Cas-system, Bacillus thuringiensis subsp. chinensis CT-43, pCT281 plasmid, bioinformatic 

methods
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ВВЕДЕНИЕ

Методы биоинформатики всё шире применяются 
в различных областях биологии и медицины: при 
анализе данных высокопроизводительного секвени-
рования геномов, для предсказания пространствен-
ной структуры белков, при изучении фенотипических 
признаков организмов и т. д. Сегодня для решения 
конкретной биологической задачи уже рутинными 
процедурами стали обращение к базам данных ну-
клеотидных и белковых последовательностей, ис-
пользование компьютерных программ для обработки 
биологических данных [7]. Особенно активно ведутся 
исследования в области фундаментальной природы 
генетических свойств бактерий [14]. 

Грамположительные спорообразующие бакте-
рии вида Bacillus thuringiensis (Bt) обладают способ-
ностью продуцировать инсектицидные белки (также 
именуемые δ-эндотоксинами или Cry-токсинами) в 
виде кристаллических включений. Эти эндотокси-
ны оказались эффективными против многих видов 
насекомых, являющихся вредителями растений 
или переносчиками таких болезней человека, как 
лихорадка денге и малярия. Бактерии вида Bt также 
обладают уникальными свойствами, обеспечиваю-
щими выживание в различных стрессовых условиях, 
в том числе при встрече с чужеродными вирусными 
(бактериофагами) и плазмидными агентами [17, 
18]. Последнее является особенно интересным, по-
скольку в хромосоме штаммов Bt, представленных 
в базах данных CRISPRdb (http://crispr.u-psud.fr/
crispr/CRISPRdatabase.php) и CRISPI (http://crispi.
genouest.org), не было найдено системы CRISPR/
Cas, являющейся одним из механизмов иммунной 

защиты бактерий от чужеродных нуклеиновых 
кислот [11, 19]. 

За последние несколько лет были открыты мо-
лекулярные механизмы функционирования CRISPR/
Cas-систем (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins, или 
короткие палиндромные повторы, регулярно распо-
ложенные группами с CRISPR-ассоциированными бел-
ками) представляющих собой набор повторяющихся 
последовательностей (repeat) длиной 21–48  пар 
нуклеотидов (п.  н.), разделённых уникальными 
сайтами – спейсерами (spacer), комплементарными 
участкам фагов и плазмид, к которым данная бакте-
рия имеет иммунитет [4, 9, 20]. Функционирование 
CRISPR-локусов обеспечивается набором cas-генов, 
организованных в адаптационный и эффекторный 
функциональные модули, кодирующие субъединицы 
соответствующих комплексов. Адаптационный бел-
ковый комплекс добавляет новые спейсеры в CRISPR-
кассету. Эффекторный комплекс осуществляет рас-
познавание и уничтожение чужеродных генетических 
элементов. На основании организации эффекторного 
комплекса CRISPR/Cas-системы разделяют на два 
класса, пять типов и шестнадцать подтипов. Первый 
класс является самым распространённым (около 
90  % от всего разнообразия CRISRP/Cas-систем) и 
включает CRIPSR/Cas-системы, имеющие мульти-
белковый эффекторный комплекс. На основании его 
сигнатурных субъединиц (Cas3, Cas10, Csf1) первый 
класс разделён на три типа (Типы I, III, IV). У CRISPR/
Cas-систем второго класса (Типы II, V) эффекторный 
комплекс состоит из одного мультидоменного белка: 
Cas9 – у типа II, Cpf1 – у типа V [13]. Изучение разноо-
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бразия CRISPR-Cas локусов и механизмов их функци-
онирования лежит в основе разработки технологий 
направленного редактирования геномов прокариот 
и эукариот [8]. Поиск и анализ структур CRISPR/Cas-
систем в геномах плазмид и фагов является новым 
направлением в исследовании генетической природы 
формирования и развития данных систем в геноме 
бактерий.

Целью данной работы был поиск структур 
CRISPR/Cas-систем в геноме плазмиды pCT281 
штамма Bacillus thuringiensis subsp. chinensis CT-43 при 
помощи методов биоинформатики.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследования стал геном плазми-
ды pCT281 (NC_017203) штамма Bacillus thuringiensis 
subsp. chinensis CT-43 (NC_017208.1), загруженный 
из базы данных RefSeq. Бактериальный штамм был 
выделен в Китае и классифицирован как новый 
подвид B. thuringiensis subsp. сhinensis CT-43 [12]. Его 
геном представлен кольцевой хромосомой длиной 
5 486 830 пар оснований, кодирующих 6 105 белков. В 
цитоплазме штамма выявлено 10 кольцевых плазмид, 
самой крупной из которых является плазмида pCT281 
c размером генома 281 231 пар нуклеотидов (п. н.). 
В данной плазмиде обнаружено четыре ICP-гена: 
cry1Aa3 (CT43_P281270), cry1Ia14 (CT43_P281271), 
cry2Aa9 (CT43_P281278) и cry2Ab1 (CT43_P281265), 
– и один вегетативный ген инсектицидного белка 
vip3Aa10 (CT43_P281262).

Биоинформационный поиск элементов CRISPR/
Cas-систем был проведён с использованием ранее 
разработанного алгоритма, адаптированного для 
детекции данных структур в геноме плазмид [1]. 
Идентификацию CRISPR-ассоциированных генов 
проводили через белковый профиль исследуемого ге-
нома при помощи программы MacSyFinder (ver. 1.0.5), 
осуществляющей поиск гомологичных последова-
тельностей на базе программных пакетов HMMER 
(ver. 3.1) и makeblastdb (ver. 2.7.1) [2]. Для детекции 
и анализа структуры CRISPR-кассет использовали 
три приложения, основанные на разных алгоритмах 
поиска: CRISPRFinder; PILER-CR; CRISPR Recognition 
Tool (CRT) [3, 6, 10]. Выравнивание последователь-
ностей межспейсерных повторов и получение их 
консенсусной структуры было сделано в приложении 
WebLogo 3 [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При помощи использованных программ-
ных средств в плазмиде pCT281 штамма Bacillus 
thuringiensis subsp. chinensis CT-43 был выявлен один 
локус CRISPR/Cas-системы, отнесённой к типу  I 
подтипу  C. Впервые данный подтип систем был 
структурно и функционально охарактеризован у 
Bacillus halodurans [15]. Субъединицы адаптационного 
комплекса систем подтипа I-C кодируются генами 
cas1, cas2, cas4. В состав эффекторного комплекса 
входят продукты генов cas3, cas5d, cas7c, cas8c [13]. 
Размер найденного CRISPR-Cas локуса составил 
9303 п. н. Было обнаружено две CRISPR-кассеты, лока-
лизованные в позициях 175403–176089 п. н. (CRISPR-

кассета 1) и 183063–183424 п. н. (CRISPR-кассета 2). 
Между ними расположена последовательность cas-
генов: cas3, cas5d, cas8c и cas7c. Генов адаптационного 
модуля, обеспечивающего приобретение новых спей-
серов, в исследуемой плазмиде обнаружено не было. 

В результате программного поиска были выявле-
ны 11 межспейсерных повторов по 32 п. н. в первой 
CRISPR-кассете. Во второй CRISRP-кассете обнаружено 
6 повторов также по 32 п. н. (рис. 1). Между череду-
ющимися повторами в CRISRP-касссете 1 были иден-
тифицированы 10 спейсерных последовательностей 
с варьирующими размерами длин – от 32 до 35 п. н. 
В CRISRP-кассете 2 было идентифицировано 5 спей-
серных последовательностей (33–35 п. н.) (табл. 1). 

Рис.  1.  Консенсусная последовательность повторов в 
CRISPR-кассете  1 (I) и CRISRP-кассете  2 (II) 
плазмиды pCT281 штамма Bacillus thuringiensis 
serovar chinensis CT-43.

Fig. 1.  The consensus repeat sequence in the CRISPR-cassette 1 (I) 
and CRISRP-cassete 2 (II) of pCT281 plasmid from Bacillus 
thuringiensis serovar chinensis strain CT-43.

В 2017 году была опубликована работа L.E. Navas 
et  al. по анализу организации плазмиды pFR260 
(KX258624.1) из дикого штамма Bacillus thuringiensis 
INTA Fr7-4. В данной плазмиде был обнаружен ло-
кус CRISPR/Cas-системы типа I-C. В локусе найдено 
3 CRISPR-кассеты и 9 cas-генов: 3 гена адаптационного 
модуля (cas1, cas2, cas4) и 6 генов эффекторного модуля 
(cas3, cas8c, cas5d и три копии гена cas7c), характерных 
для систем данного типа. CRISPR-кассета 2 содержит 
10 повторов, разделённых 9 спейсерами по 33 п. н. 
Описание структуры повторов и спейсеров в данной 
кассете, а также информация об организации двух 
других CRISPR-кассет не были приведены. В работе 
также сообщалось о том, что гомологичная после-
довательность cas-генов была найдена в плазмидах 
ещё двух штаммов: pBT1850294 (NZ_CP014284.1) из 
B. thuringiensis Bt185 и pBTHD521-5 (NZ_CP010111.1) 
из B.  thuringiensis serovar indiana HD521 [16]. Одна-
ко структуры CRISPR-локусов в этих плазмидах не 
были описаны. Опубликованные данные по анализу 
структур CRISPR/Cas-систем в других плазмидах из 
B. thuringiensis к настоящему времени отсутствуют в 
известных базах данных научных публикаций. 

Согласно полученным результатам, отрабо-
танный биоинформационный алгоритм позволяет 
проводить поиск и анализ CRISPR/Cas-систем в 
геномах плазмид и фагов, связанных со штаммами 
вида B.  thuringiensis, а также рода Bacillus. Наличие 
в плазмиде pCT281 структур CRISPR/Cas-системы 
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может свидетельствовать о возможной передаче 
функции защиты бактерии от фаговой и плазмидной 
ДНК данной плазмиде. Также можно предположить, 
что CRISPR/Cas-система может горизонтально пере-
даваться при помощи плазмид другим видам бакте-
рий. Полученные данные о наличии локусов CRISPR/
Cas-системы в плазмидах важны для понимания роли 
мобильных элементов генома в эволюции штаммов 
Bacillus thuringiensis. Данная информация является 
важной для разработки платформы таргетной фаго-
вой терапии инфекционных заболеваний, вызывае-
мых патогенными типами бактерии.

ВЫВОДЫ

1. Используемые биоинформационные методы 
и разработанный алгоритм поиска позволяют 
выявлять структуры CRISPR/Cas-систем в геномах 
бактерий, а также в геномах плазмид и фагов.

2. Наличие CRIPSR-кассет и cas-генов в плазмиде 
pCT281 может свидетельствовать о возможной 
передаче локуса CRISPR/Cas-системы от бактериаль-
ной хромосомы данной плазмиде, а также о горизон-
тальной передаче CRISPR/Cas-систем в бактериаль-
ных сообществах.

3. Расшифрованные спейсерные последова-
тельности CRISPR-кассет в исследуемой плазмиде 
предоставляют информацию о протоспейсерах фагов 
и чужеродных плазмид, к которым данный бактери-
альный штамм имеет устойчивость. 
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Распространённость полиморфизмов генов цитохромов Р450 – 
метаболизаторов варфарина – в Восточной Сибири *
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Обоснование. Гены ферментов цитохрома Р450 участвуют в метаболизме непрямых антикоагулянтов, 
определяя индивидуальную чувствительность к варфарину. Распространённость полиморфизмов указанных 
генов вариативна в разных расах и этнических группах. 
Цель исследования: выявление распространённости носителей генотипов и аллелей полиморфизмов генов 
биотрансформации варфарина – ферментов цитохрома Р450 (CYP2C9 (rs1799853, rs1057910), гена CYP4F2 
(rs2108622)) среди европеоидов Восточной Сибири.
Методы. Участники исследования – 147 пациентов (европеоидов), принимающих варфарин для профилактики 
тромбоэмболических осложнений: при фибрилляции предсердий – 77 (52,38 %) человек; после имплантации 
искусственного механического клапана – 15 (10,20 %); при ишемической болезни сердца – 10 (6,80%); после 
ТЭЛА – 5 (3,40 %) и др. Средний возраст обследованных – 64,74 ± 14,29 лет; 67 (45,58 %) мужчин, 80 (54,42 %) 
женщин. Генотипирование каждого образца проводили методом полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (РТ-ПЦР) с использованием наборов реагентов «ФармакоГенетикаВарфарин» (ДНК-
технология, Россия). Амплификацию проводили на приборе «ДТ-прайм» (ДНК-технология, Россия). 
Результаты. Среди европеоидов Восточной Сибири распространённость носителей двух функциональных 
аллелей (*1/*1) (экстенсивные/нормальные метаболизаторы) составляет 69,4  %, промежуточных 
метаболизаторов (*1/*2; *1/*3) – 29,8  %, медленных метаболизаторов (*3/*3) – 0,68  %. Отсутствуют 
гомозиготные носители двух нефункциональных аллелей *2 и *3 (*2/*2, *2/*3). Для гена CYP4F2 носительство 
одной кумаринорезистентной аллели выявлено у 57 (38,7 %) респондентов, двух кумаринорезистентных 
аллелей – у 10 (6,8 %) респондентов.
Заключение. Распространённость рисковых аллелей генов ферментов системы цитохромов Р450, 
принимающих участие в биотрансформации варфарина, сопоставима с аналогичными показателями в 
других европеоидных популяциях мира.
Ключевые слова: варфарин, европеоиды, CYP2C9, CYP4F2, фармакогенетика, персонализированная меди-

цина, Восточная Сибирь

Для цитирования: Баирова Т.А., Новикова Е.А., Белялов Ф.И., Щедреева Е.А., Иевлева К.Д., Калюж-
ная О.В., Ершова О.А., Пустозеров В.Г., Ковалева О.А., Распутина И.В., Носкова И.А., Батогова Т.В., Куз-
нецова О.В., Богослова О.Ю., Колесников С.И. Распространённость полиморфизмов генов цитохромов 
Р450-метаболизаторов варфарина в Восточной Сибири. Acta biomedica scientifica, 3 (5), 39-48, DOI 
10.29413/ABS.2018-3.5.6.

Frequencies of Polymorphisms in the Cytochrome’s P450 Genes of Warfarin 
Transformation in a European Population of Eastern Siberia
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Kalyuzhnaya O.V. 1, Ershova O.A. 1, Pustozerov V.G. 2, 3, Kovaleva O.A. 3, Rasputina I.V. 4, 
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Background. Genotypes of the cytochrome p450 isoform (CYP2C9 and CYP4F2) determine warfarin dose requirements. 
Frequencies of risk alleles and genotypes of CYP2C9 and CYP4F2 gene vary in different races and ethnic groups.
Aim. This study analyzed the frequencies of *2, *3 alleles of CYP2C9 gene and the 1347 C>T allele of CYP4F2 gene in 
the Caucasians of Eastern Siberia, and compare with other populations.
Materials and methods. Participants were 147 patients (Caucasians): 67 (45.58 %) man and 80 (54.42 %) women), 
taking warfarin for the prevention of thrombosis with a mean age of 64.74 ± 14.29 years. There were patients with 
atrial fibrillation – 77 (52.38 %) persons, coronary artery disease – 10 (6.80 %), pulmonary embolism – 5 (3.40 %), 
15 (10.20 %) patients after implantation of an mechanical heart valve, etc. The subjects were genotyped for CYP2C9 
(*1,*2,*3), and CYP4F2 (1347 C>T) by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) using “Pharmacogenetics War-
farin” reagent kits (DNA technology, Russia). 
Results. 69.4 % of Caucasians of Eastern Siberia (Russians), have two functional alleles (*1/*1) of CYP2C9 (they’re 
extensive/normal metabolizers), the number of intermediate metabolizers (*1/*2, *1/*3) was 29.8 % and 0.68 % of 
slow metabolizers (*3/*3). Homozygous carriers of two non-functional alleles *2 and *3 (*2/*2, *2/*3) were absent. 
Carriers of one coumarin-resistant Т-allele of CYP4F2 were 57 (38.7 %) respondents, two coumarin-resistant alleles – 
10 (6.8 %) respondents.
Conclusions. Frequencies of polymorphisms in the Cytochrome’s p450 genes of warfarin transformation in a European 
population of Eastern Siberia have no differences with other European populations of the world.
Key words: warfarin, biotransformation, European, CYP2C9, CYP4F2, pharmacogenetics, personalized medicine, 

Russians, Caucasians
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ВВЕДЕНИЕ

Непрямые антикоагулянты (антагонисты вита-
мина К) в настоящее время широко используются 
в случаях имплантации искусственного клапана 
сердца, митрального стеноза, гипертрофической 
кардиомиопатии, терминальной почечной недо-
статочности, болезни печени стадии С (по Чайл-
ду  –  Пью), при ожирении с индексом массы тела 
≥ 40 кг/м2, беременности (II–III триместр) и лакта-
ции, наследственных тромбофилиях, необходимости 
лабораторного контроля антикоагуляции, а также 
ограниченных финансовых возможностях [3]. По 
данным Управления по санитарному надзору за 
качеством пищевых продуктов и медикаментов 
(The US Food and Drug Administration, USFDA, FDA), 
ежегодно около двух миллионов пациентов в США 
начинают терапию непрямыми антикоагулянтами 
(варфарином) [36]. Назначение варфарина увеличи-
лось с 1999 по 2005 гг. в 1,5 раза [32], что увеличило 
риск нежелательных лекарственных реакций (НЛР) 
[49]. Наиболее серьёзной нежелательной реакцией 
на фоне приема непрямых антикоагулянтов являет-
ся кровотечение, частота которого составляет от 9 
до 26,5 %, из них больших кровотечений – от 0,3 до 
4,2 % в год [17, 25].

Одним из представителей непрямых антикоагу-
лянтов является варфарин, представляющий собой 
смесь в равных количествах правовращающих (R-) 
и левовращающих (S-) изомеров варфарина. Левов-
ращающий изомер варфарина обладает большей в 
2–5 раз антикоагулянтной активностью, чем право-
вращающий. 

Основным катализатором метаболизма для 
S-изомера варфарина является фермент системы 
цитохромов Р450 – CYP2C9 [35]. Другим ферментом 
системы цитохромов Р450, связанным с чувствитель-
ностью индивидов к варфарину, является CYP4F2, 
который участвует в инактивации витамина K путем 
гидроксилирования его боковой цепи [44].

Экспрессия изоферментов CYP2C9 и оксидазы 
CYP4F2 детерминируется соответствующими генами 
CYP2C9, CYP4F2, полиморфные варианты которых 
влияют на метаболизм варфарина.

Специалистами Международного консорциума 
по внедрению клинической фармакогенетики раз-
работано руководство, одобренное FDA, по расчёту 
терапевтической дозы варфарина в зависимости от 
аллельных вариантов генотипов, в том числе CYP2C9 
(«Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium 
Guidelines for CYP2C9 and VKORC1 Genotypes and Warfa-
rin Dosing») [34]. Cотрудниками Медицинского центра 
Вашингтонского университета (Washington University 
Medical Center) предложен калькулятор поддерживаю-
щей дозы и дозы насыщения варфарина WarfarinDosing 
[58], включающий не только вышеуказанные гено-
типы генов биотрансформации варфарина, но и ряд 
клинико-анамнестических показателей: пол, возраст 
пациента, курение, заболевания печени, приём некото-
рых лекарственных препаратов. Согласно руководству 
Консорциума и калькулятору WarfarinDosing при под-
боре терапевтической дозы варфарина значимыми 
являются аллельные варианты ряда генов, в том числе 
CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910) гена CYP2C9, 
а также полиморфизм 1347 C>T (rs2108622) гена CYP4F2. 
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Полиморфизмы CYP2C9*2 и CYP2C9*3  
гена CYP2C9

Описано несколько вариантов гена CYP2C9, но 
распространёнными и наиболее изученными из 
них являются полиморфизмы CYP2C9*2 и CYP2C9*3. 
Полиморфизм CYP2C9*2 гена CYP2C9 образуется в 
результате замещения Arg на Cys в 144  положении 
[10]. CYP2C9*3 аллель является результатом замены 
Ile на Leu в 359  положении [11]. Согласно «Clinical 
Pharmacogenetics Implementation Consortium Guidelines 
for CYP2C9 and VKORC1 Genotypes and Warfarin Dosing», 
генотипы в зависимости от наличия или отсутствия 
рисковой аллели гена CYP2C9 можно разделить на 
экстенсивные (нормальные), промежуточные и мед-
ленные метаболизаторы варфарина [16]. 

Экстенсивные или нормальные метаболизаторы 
варфарина (еxtensive metabolizer) – это гомозиготные 
носители «дикой» *1-аллели гена фермента CYP2C9 
(генотип *1/*1), активность фермента нормальная, 
клиренс варфарина соответствует среднестатисти-
ческим значениям. Промежуточные метаболизаторы 
варфарина (intermediate metabolizer) – это гетерози-
готные носители одной нормально функционирую-
щей аллели *1 и второй аллели *2 (Т) или *3 (С) со 
сниженной активностью (генотипы *1/*2 (СТ), *1/*3 
(AC)). У медленных метаболизаторов варфарина (poor 
metabolizer) – гомозиготных или гетерозиготных 
носителей рисковых «медленных» аллелей *2, *3 
со сниженной активностью (генотипы *2/*2, *2/*3, 
*3/*3) – ферментативная активность CYP2C9 снижена 
значительно, в связи с чем достижение терапевтиче-
ского эффекта и таргетного международного норма-
лизованного отношения (МНО) происходит быстрее, 
повышается риск геморрагических осложнений [31, 
39, 51]. 

Таким образом, носители одной или двух не-
функциональных аллелей *2, *3 гена CYP2C9 (поли-
морфизмы CYP2C9*2, CYP2C9*3) имеют сниженную 
активность соответствующих ферментов и высокий 
риск геморрагических осложнений.

Полиморфизм 1347 C>T гена CYP4F2
Ген CYP4F2 расположен на 19p13.12 хромосоме 

[46]. С вариабельностью дозы варфарина связан вари-
ант гена CYP4F2 – 1347 C>T (rs2108622). Носительство 
нефункциональной Т-аллели определяет снижение 
активности фермента CYP4F2, детерминируя кумари-
норезистентность [44]. Гомозиготные или гетерози-
готные носители Т-аллели, имеющие более высокий 
клиренс лекарственного вещества, по сравнению с 
носителями функциональной С-аллели, нуждаются 
в более высоких дозах варфарина [5, 7, 19]. 

Пациенты, являющиеся носителями нефунк-
циональных вариантов генов биотрансформации 
варфарина, нуждаются в индивидуальном подборе 
дозы варфарина с учётом результатов генотипиро-
вания, в том числе CYP2C9 и CYP4F2 [26]. Мнения о 
целесообразности генотипирования противоречивы 
[12, 18, 37, 42, 48, 57]. 

Распространённость основных полиморфных 
вариантов генов биотрансформации варфарина ва-
рьирует в разных расах и этнических группах [2, 4, 50]. 

Территория Восточной Сибири – это регион дли-
тельного компактного проживания многочисленных 
национальностей, основными из которых являются 
европеоиды (русские) и монголоиды (буряты), что 
могло предопределить изменение генофонда населя-
ющих данную территорию популяций [1, 14]

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить распространённость полиморфных 
вариантов генов ферментов Р450, участвующих в 
метаболизме варфарина: 1347 C>T (rs2108622) гена 
CYP4F2, CYP2C9*2 (rs1799853) и CYP2C9*3 (rs1057910) 
гена CYP2C9, – у европеоидов, проживающих на тер-
ритории Восточной Сибири, и сравнить полученные 
частоты с мировыми данными.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучаемая популяция

Обследовано 147  пациентов – представителей 
русской национальности, проживающих на террито-
рии Иркутской области и получающих варфарин для 
профилактики тромбоэмболических осложнений: 
при фибрилляции предсердий – 77 (52,38 %) чело-
век, тромбозе – 3  (2,04  %), после имплантации ис-
кусственного механического клапана – 15 (10,20 %), 
при ишемической болезни сердца – 10  (6,80  %), 
ТЭЛА – 5 (3,40 %), при аритмии и инфаркте миокар-
да – по 4 (2,72 %) человека, после аортокоронарного 
шунтирования – 1 (0,68 %), после имплантации кар-
диостимулятора – 1 (0,68 %) и др. Средний возраст – 
64,74 ± 14,29 года; 67 (45,58 %) мужчин, 80 (54,42 %) 
женщин. 

Этническая принадлежность определялась с по-
мощью оценки генеалогии участника исследования 
в трёх поколениях. 

Участники подписывали информированные со-
гласия на участие в исследовании и проведение гене-
тического исследования. Работа одобрена этическим 
комитетом ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья 
семьи и репродукции человека». 

Генотипирование
Материалом для исследования полиморфизмов 

генов служила ДНК, выделенная из образцов веноз-
ной крови. Образцы крови забирали из локтевой вены 
в пробирки с антикоагулянтом (6%-й раствор этилен-
диаминтетрауксусной кислоты; ГОСТ 10652-73). ДНК 
выделяли сорбентным методом, используя наборы 
«ДНК-сорб-В» (ООО «ИнтерЛабСервис», Россия).

Типирование полиморфизмов генов CYP2C9*2, 
CYP2C9*3 и CYP4F2 (1347 C>T) осуществляли методом 
полимеразной цепной реакцией (ПЦР) в режиме ре-
ального времени. Для амплификации использовали 
наборы реагентов «ФармакоГенетика Варфарин» 
(ООО НПО ДНК-Технология, Россия). Учёт результатов 
амплификации полиморфных участков проводили 
на приборе с детекцией продуктов амплификации 
в режиме реального времени «ДТ-прайм» («ДНК-
технология», Россия).

Статистический анализ
Для обработки полученных результатов при-

менялись методы математической статистики, 
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реализованные в лицензионном интегрированном 
статистическом пакете комплексной обработки 
данных STATISTICA  8.0. Для оценки соответствия 
распределений генотипов ожидаемым значениям 
использовали равновесие Харди  –  Вайнберга (он-
лайн-калькулятор OEGE Hardy-Weinberg Equilibrium). 
Для сравнения частот аллелей и генотипов между 
анализируемыми группами использовали Z-критерий 
и критерий χ2. Различия считали статистически зна-
чимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределение частот генотипов и аллелей по-
лиморфизмов генов CYP2C9 и CYP4F2 в исследуемых 
группах соответствовало закону распределения Хар-
ди – Вайнберга: χ2 < 3,84; p < 0,05 (табл. 1).

Среди европеоидов Восточной Сибири рас-
пространённость носителей двух функциональных 
аллелей (*1*1) (экстенсивные/нормальные метабо-
лизаторы) составляет 69,4 %. Количество промежу-
точных метаболизаторов (*1*2; *1*3) – 29,8 %. Данные 

сопоставимы с выборкой европеоидов Швеции [60]. 
Выявлен 1 (0,68 %) пациент, являющийся носителем 
*3/*3 (медленный метаболизатор). Медленных ме-
таболизаторов – носителей генотипов *2/*2, *2/*3 в 
изучаемой выборке не выявлено. 

Распространённость носителей двух функцио-
нальных C-аллелей полиморфизма 1347 C>T CYP4F2 
(нормальные метаболизаторы) составляет 54,4  %. 
Частота рисковой кумаринорезистентной аллели 
Т – 26,1 %. Носители рисковой Т-аллели гена CYP4F2 
нуждаются в повышении дозы варфарина во избе-
жание тромботических состояний. Однако, согласно 
E.  Danese et  al. (2012), ген CYP4F2 вносит меньший 
вклад в вариативность дозы варфарина, чем поли-
морфизмы генов CYP2C9 [19].

Сопоставление результатов собственных 
исследований распространённости полиморф-
ных локусов CYP2C9*2 и CYP2C9*3 гена CYP2C9, 
1347 C>T гена CYP4F2 с аналогичными с данными 
в других популяциях европеоидов представлено 
в таблице 2.

Таблица 1 
Распространённость метаболизаторов генов системы цитохромов Р450 (CYP2C9, CYP4F2) в популяции 

европеоидов Иркутской области
Table 1

Frequencies of genotypes CYP2C9, CYP4F2 in Caucasians population of the Irkutsk region

Генотип Тип метаболизатора
Частота генотипа

(собственные данные)
Частота генотипа среди 
европеоидов (Европа) р

абс. значения (n = 147) % абс. значения %

CYP2C9*2, *3 (rs1799853, rs1057910), n = 430 [60]

*1/*1 экстенсивный (нормальный) 102 69,4 287 66,7 0,625

*1/*2
промежуточный

18 12,2 80 18,6 0,100

*1/*3 26 17,6 50 11,6 0,083

*2/*2

медленный

0 0 2 0,5 0,988

*2/*3 0 0 8 1,9 0,209

*3/*3 1 0,68 3 0,7 0,580

CYP4F2 1347 C>T (rs2108622), n = 503 [24]

СС экстенсивный (нормальный) 80 54,4 261 51,9 0,215

СТ
кумаринорезистентный

57 38,7 192 38,2 0,252

ТТ 10 6,8 50 9,9 0,134
Примечание. * – статистически значимые различия по критерию χ2.

Таблица 2 
Распространённость рисковых аллелей полиморфизмов генов CYP2C9, CYP4F2  

у представителей европеоидной расы разных мировых популяций
Table 2 

Frequencies of risk alleles CYP2C9, CYP4F2 in Caucasians of different world populations

Страна (популяция) Кол-во респондентов Частота рисковой 
аллели, %

Статистическая 
значимость, р

Источник 
данных

CYP2C9*2 (rs1799853)

Россия, Иркутск (русские) 147 6,1 (0,061) собственные 
данные

Европеоиды (усреднённые данные) 503 12,4 (0,124) 0,0320* [22]

Россия, Воронеж (русские) 290 10,5 (0,105) 0,1300 [29]

Россия, Ставрополь (русские) 25 12,0 (0,120) 0,2853

[2]Россия, Ставрополь (армяне) 25 14,0 (0,140) 0,1609

Россия, Ставрополь (карачаевцы) 25 4 (0,040) 0,6783

Россия, Москва (русские) 400 9,7 (0,097) 0,1867 [4]
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Таблица 2 (продолжение)

Страна (популяция) Кол-во респондентов Частота рисковой 
аллели, %

Статистическая 
значимость, р

Источник 
данных

США

140 13,2 (0,132) 0,0418* [20]

45 11,1 (0,111) 0,2598 [33]

457 10,0 (0,100) 0,1522 [41]

59 10,2 (0,102) 0,3069 [45]

100 8,0 (0,080) 0,5628 [54]

Великобритания

100 11,0 (0,110) 0,1668 [9]

94 19,1 (0,191) 0,0020* [27]

100 12,5 (0,125) 0,0809 [53]

561 10,6 (0,106) 0,1007 [55]

Англия и Шотландия 91 8,8 (0,088) 0,2940 [22]

Дания 60 14,2 (0,142) 0,0587 [56]

Германия 
127 13,4 (0,134) 0,0407* [15]

367 10,6 (0,106) 0,1133 [8]

Венгрия 143 16,4 (0,164) 0,0057* [47]

Швеция 430 10,7 (0,107) 0,1016 [60]

Финляндия 99 8,1 (0,081) 0,4225 [22]

Турция 499 10,6 (0,106) 0,1037 [13]

Италия
180 18,3 (0,183) 0,0011* [43]

157 11,2 (0,112) 0,1166 [52]

Италия (тосканцы) 107 15,4 (0,154) 0,0036* [22]

Испания 
102 15,6 (0,156) 0,0146* [21]

157 14,3 (0,143) 0,0196* [30]

Испания (иберы) 107 14 (0,140) 0,0103* [22]

CYP2C9*3 (rs1057910)

Россия, Иркутск (русские) 147 9,5 (0,095) собственные 
данные

Европа (усреднённые данные) 503 7,3 (0,073) 0,3818 [23]

Россия, Ставрополь (русские) 25 6 (0,060) 0,5724

[2]Россия, Ставрополь (армяне) 25 14 (0,140) 0,4920

Россия, Ставрополь (карачаевцы) 25 10 (0,100) 0,9375

Россия, Москва (русские) 400 5,2 (0,052) 0,0682 [4]

Финляндия (финны) 99 5,6 (0,056) 0,0916
[23]

Англия и Шотландия 91 7,1 (0,071) 0,3357

Великобритания
100 8,5 (0,085) 0,7887 [53]

561 5,3 (0,053) 0,0600 [55]

США

140 4,3 (0,043) 0,0847 [20]

325 7,1 (0,071) 0,3697 [28]

461 10,0 (0,100) 0,8596 [40]

59 15,3 (0,153) 0,2334 [45]

100 6,0 (0,060) 0,3229 [54]

295 5,6 (0,056) 0,1281 [59]

Германия 367 7,8 (0,078) 0,5278 [8]

Дания 60 9,2 (0,092) 0,9466 [56]

Венгрия 143 9,4 (0,094) 0,9768 [47]

Швеция 430 7,4 (0,074) 0,4164 [60]

Турция 499 10,0 (0,100) 0,8584 [13]

Испания
102 9,8 (0,098) 0,9371 [21]

157 16,2 (0,162) 0,0832 [30]



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Vol. 3, N 5

44	 						          Genetics, proteomics and metabolomics

Для гена CYP2C9 частота рисковой Т-аллели 
(*2) полиморфизма CYP2C9*2 (rs1799853) составила 
6,12 %, что статистически значимо ниже, чем в выбор-
ках европеоидов США, Британии, Германии, Венгрии, 
Испании, Италии и объединённой европеоидной вы-
борке базы данных Ensembl. Вместе с тем при анализе 
других когорт европеоидов в США, Британии, Герма-
нии, Италии, Дании, Швеции, Финляндии, Турции, а 
также других территорий России не выявлено стати-
чески значимых различий с собственными данными 
частоты CYP2C9*2. Частота рисковой С-аллели (*3) 
– 9,52 %, что соотносится с аналогичными данными 
в других европеоидных популяциях.

Сопоставление частоты встречаемости не-
функционального Т-аллеля полиморфного локуса 
1347 C>T CYP4F2 в изучаемой популяции с другими 
европеоидными популяциями мира показало на-
личие статически значимых различий с популяцией 
иберов Испании.

Нежелательные явления
Нежелательные явления, возникшие в ходе про-

ведения исследования, а также любые медицинские 
события (осложнения в ходе забора биоматериала) 
отсутствовали.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для изучаемых полиморфных локусов CYP2C9*2 
и CYP4F2 показаны статически значимые различия 
частот генотипов и аллелей в выборке европеоидов 
Восточной Сибири. Распространённость рисковой ал-
лели *2 полиморфного локуса rs1799853 гена CYP2C9 
широко варьирует в европеоидных популяциях: 
от 4 % у карачаевцев до 19,1 % у британцев. Сопо-
ставление результатов собственных исследований 
с аналогичными данными других исследователей 
показали наличие статистически значимых различий 
с европеоидами США, Британии, Германии, Венгрии, 
Испании, Италии за счёт большей встречаемости ал-
лели *2 в данных выборках. Вместе с тем результаты 
ряда других исследователей среди европеоидов в 
этих же странах не выявили различий частот аллели 

Таблица 2 (оконочание)

Страна (популяция) Кол-во респондентов Частота рисковой 
аллели, %

Статистическая 
значимость, р

Источник 
данных

Испания (иберы) 107 8,4 (0,084) 0,6765 [23]

Италия
180 8,9 (0,089) 0,8518 [43]

157 9,2 (0,092) 0,9285 [52]

Италия (тосканцы) 107 8,4 (0,084) 0,6765 [23]

CYP4F2 1347 C>T (rs2108622)

Россия, Иркутск (русские) 147 26,1 (0,261) собственные 
данные

Европа (усреднённые данные) 503 29,0 (0,290) 0,4928

[24]

Финляндия 99 21,7 (0,217) 0,2630

Англия и Шотландия 91 28,6 (0,286) 0,5530

Испания (иберы) 107 35,5 (0,355) 0,0339*

Италия (тосканцы) 107 33,6 (0,336) 0,0866
Примечание. * – статистически значимые различия по Z-критерию. 

*2, что указывает на широкую вариативность рас-
пространённости данного аллеля в европеоидных по-
пуляциях мира. Частотное распределение рисковых 
аллелей полиморфизмов CYP2C9*3 не отличалось от 
аналогичных данных в других европеоидных попу-
ляциях. Указанную вариативность распространения 
рисковых (нефункциональных) аллелей *2 и *3 в по-
пуляциях европеоидов необходимо учитывать при 
назначении и мониторировании дозы варфарина. 
Так, по данным мета-анализа, проведённого со-
трудниками Кембриджского университета, среднее 
различие в ежедневной дозе варфарина у носителей 
нефункциональных аллелей CYP2C9 варьирует: для 
*2 снижение 0,85 мг (0,60–1,11 мг), что на 17 % мень-
ше, чем для носителей функциональной аллели *1; 
для *3 – 1,92 мг (1,37–2,47 мг), что на 37 % меньше, 
в сравнении с носителями функциональной аллели 
*1 [51].

При сравнении частоты встречаемости поли-
морфного локуса CYP4F2 в изучаемой популяции с 
другими европеоидными популяциями мира пока-
зано наличие статически значимых различий с по-
пуляцией иберов – древнего населения Южной и Вос-
точной Испании. Происхождение иберов доподлинно 
неизвестно, есть несколько версий, указывающих 
на их возможную миграцию со средиземноморского 
побережья или из Северной Африки [6]. Известно, 
что в составе европеоидов выделяется две ветви – 
северная и южная. Различия между ними касаются 
в основном пигментации кожи, глаз, волос и опреде-
ляются эволюционным преобразованием фенотипа 
с формированием специфического популяционного 
генофонда, детерминирующего, в том числе, вариа-
тивность реакций на лекарственные препараты. По 
результатам представленного исследования 26,1 % 
населения Иркутской области являются носителями 
кумаринорезистентного Т-аллеля, что сопоставимо 
с распространённостью данного аллеля в других 
европеоидных популяциях и нуждается во внимании 
при назначении варфарина. Так, по результатам ме-
та-анализа сотрудников Пекинского университета, 
носителям одной или двух нефункциональных ал-
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лелей (СТ-, ТТ-генотипов) требуются большие дозы 
варфарина – на 10,0 % и 21,0 % соответственно [38]. 

Ограничение исследования
В исследование включены респонденты-евро-

пеоиды, проживающие на территории Иркутской 
области и принимающие варфарин. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Среди европеоидов Восточной Сибири распро-
странённость носителей двух функциональных алле-
лей (*1*1) (экстенсивные/нормальные метаболизато-
ры) составляет 69,4 %, количество промежуточных 
метаболизаторов (*1*2; *1*3) – 17,8  %, медленных 
(*3/*3) – 0,68 %. Отсутствуют гомозиготные носители 
двух нефункциональных аллелей *2/*2, *2/*3.

Распространённость рисковых аллелей генов 
ферментов системы цитохромов Р450, принимающих 
участие в биотрансформации варфарина, сопостави-
ма с аналогичными показателями в других европео-
идных популяциях мира.
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Устойчивость к медицинским препаратам среди важных бактериальных патогенов признаётся одной из 
основных угроз для общественного здравоохранения. Увеличение количества резистентных инфекции остаётся 
серьёзной проблемой современного здравоохранения. Самыми распространёнными микроорганизмами 
являются устойчивые к пенициллину Streptococcus pneumoniae, устойчивые к ванкомицину энтерококки и 
метициллин- и ванкомицин-резистентные штаммы Staphylococcus aureus. Эти резистентности в условно-
патогенных бактериях сделали невозможной антимикробную терапию многих инфекций. По этим причинам 
учёным необходимо разрабатывать новые способы лечения бактериальных инфекций. В выполненной научной 
работе демонстрируется совершенно новый способ для оценки устойчивости золотистого стафилококка к 
бактериофагам при помощи биоинформационного алгоритма из поисковых биоинформационных программ. 
В результате удалось обнаружить и представить гены CRISPR-системы и две CRISPR-кассеты, состоящие 
из спейсеров, разделённых повторами. В выполненной работе удалось не только обнаружить, но и выяснить 
тип CRISPR/Cas-системы штамма S.  aureus (тип  IIIA). Обнаруженные последовательности спейсеров в 
CRISPR-кассетах оказались идентичны протоспейсерам бактериофагов рода Staphylococcus, Mycobacterium, 
Streptococcus, Bacillus, Gordonia, Arthrobacter, Streptomyces. Алгоритм программных методов поиска локусов 
CRISPR/Cas-систем может быть применён на многих других расшифрованных бактериальных геномах с 
целью возврата бактериофаговой терапии.

Ключевые слова: геном штамма Staphylococcus aureus, программные методы биоинформатики, CRISPR/Cas-
система, спейсеры, повторы, протоспейсеры, бактериофаги

Для цитирования: Борисенко А.Ю., Джиоев Ю.П., Перетолчина Н.П., Степаненко Л.А., Кузьминова В.М., 
Кокорина Л.А., Землянская Ю.М., Арефьева Н.А., Рева О., Wang Y., Qu Z., Злобин В.И. Биоинформаци-
онный поиск и анализ структур CRISPR/Cas-систем в геноме штамма Staphylococus aureus и оценка 
профилей фаговых рас, детектируемых через CRISPR-кассету бактерий. Acta biomedica scientifica, 
3 (5), 49-53, DOI 10.29413/ABS.2018-3.5.7.

Bioinformation Search and Analysis of Structures of CRISPR/Cas Systems 
in Phage Staphylococus aureus Genome and Estimation of Profiles of Phage 

Detected through CRISPR-Cassette Bacteria

Borisenko A.Yu. 1, Dzhioev Yu.P. 1, Peretolchina N.P. 1, Stepanenko L.A. 1, Kuzminova V.A. 2, 
Zemlyanskaya Yu.M. 1, Kokorina L.A. 1, Arefieva N.A. 2, Reva O.N. 3, Wang Y. 4, Qu Z. 4, 

Zlobin V.I. 1

1 Irkutsk State Medical University  
(ul. Krasnogo Vosstaniya 1, Irkutsk 664003, Russian Federation) 

2 Irkutsk State University  
(ul. Karla Marksa 1, Irkutsk 664003, Russian Federation) 

3 Centre for Bioinformatics and Computational Biology,  
Department of Biochemistry, Genetics and Microbiology, University of Pretoria  

(Pretoria 0002, Private Bag X20, Hatfield, 0028, South Africa) 
4 Department of Microbiology, Harbin Medical University  

(Harbin 157, Baojian Rd, Nangang Qu, Haerbin Shi, Heilongjiang Sheng, China)

The emergence of resistance among the most important bacterial pathogens is generally recognized as one of the major 
public health problems. The most important of these organisms are penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae, 
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vancomycin-resistant enterococci and methicillin- and vancomycin-resistant Staphylococcus aureus. These antibiotic 
resistance in common pathogens have made antimicrobial therapy of many infections. Scientists need to look for new 
ways of treating bacterial infections in the work, using the developed algorithm from the methods of search software in 
the genomic structure of Staphylococcus aureus subsp. aureus ST228, the CRISPR/Cas locus and the division structures 
of its CRISPR cassette. The results of the bacteriophage search through the decoded spacer sequences of CRISPR-cassettes 
of this strain were also obtained using the developed algorithm of the software methods of bioinformatics. It was deter-
mined that the CRISPR/Cas system of strain of ST228 of S. aureus was of type IIIA. It is shown that cas-genes are in the 
immediate vicinity of CRISPR cassettes. The spacer structures in the detected CRISPR cassette are the Staphylococcus, 
Mycobacterium, Streptococcus, Bacillus, Gordonia, Arthrobacter, Streptomyces. The implementation of the algorithm 
of program methods for locating CRISPR/Cas-loci can be applied to many other decoded bacterial genomes to return 
bacteriophage therapy.

Key words: genome of Staphylococcus aureus,  program methods of bioinformatics, CRISPR/Cas-system, spacers, 
repeats, protospisers, bacteriophages
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За прошлые несколько десятилетий в медицине, 
ветеринарии и сельском хозяйстве возросло нераци-
ональное использование антибиотиков. Появление 
резистентных инфекционных бактерий становится 
важной проблемой, которая приводит к возрождению 
инфекционных болезней с более тяжёлыми послед-
ствиями. Среди наиболее опасных остаются инфек-
ции, вызываемые золотистым стафилококком [3, 9]. 
Сегодня в медицинской практике тяжёлые и леталь-
ные инфекции вызываются ассоциациями бактерий. 
Данные группы бактерий Американское сообщество 
по инфекционным болезням (IDSA) охарактеризова-
ло как «ESCAPE» патогены (англ. escape – избегать, 
ускользать). В данную группу Staphylococcus aureus 
входит одним из первых [2, 8]. С появлением множе-
ственной лекарственной резистентности патогенов 
к препаратам актуальным становится поиск новых 
способов защиты и лечения. В практической меди-
цине проявляется заинтересованность в использова-
нии бактериофагов для лечения инфекций с целью 
уничтожения патогенов [4, 5]. На сегодняшний день 
доступно моделирование процессов патогенности, 
изменчивости, адаптации к условиям среды и устой-
чивости к препаратам у бактерий на генетическом 
уровне благодаря накопленным базам данных гено-
мов бактерий и компьютерных биоинформационных 
программ [1]. Благодаря молекулярно-генетическим 
методам была открыта молекулярная система бакте-
риального «адаптивного иммунитета». Эту систему 
назвали CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats; CRISPR-associated proteins, 
или малые нуклеотидные повторы, собранные в 
группы с CRISPR-ассоциированными генами, кодиру-
ющими cas-белки) [7]. CRISPR реализует интеграцию 
в геном бактерий фрагменты ДНК бактериофагов и 
плазмид (спейсеры), что в будущем придаёт бакте-
риям защиту к данным фагам и плазмидам при по-
вторном заражении [1, 6].

На основании вышеизложенного целью данной 
работы являлась демонстрация биоинформационно-
го программного алгоритма поиска структур CRISPR/
Cas-системы в геноме S. aureus и оценка возможностей 
идентифицировать фаговые расы через протоспей-
серные последовательности в CRISPR-кассетах.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для исследования исполь-
зовали геном Staphylococcus aureus sub. aureus USA300_
FPR3757 (№ NC_007793.1 в GenBank) в виде нуклеотид-
ной и аминокислотной последовательностей. Благо-
даря моделиpованию в программе Macromolecular 
System Finder (MacSyF, ver. 1.0.2) реализовали обнару-
жение CRISPR/Cas-системы. За молекулярные совпа-
дения отвечали дополнительные пакеты обеспечения 
makeblastDB (ver. 3.0) и HMMER (ver. 2.2.28). Данные 
пакеты позволили определить функциональные и 
структурные характеристики cas-генов. Обнаружение 
кластерных участков (CRISPR-кассет) производили по-
средством программ: CRISPR RT (http://www.room220.
com/crt/); CRISPI: CRISPR-interactive database (http://
crispi.genouest.org); CRISPRsFinder (http://crispr.u-psud.
fr/); CRISPRDetect: A flexible algorithm to define CRISPR 
arrays (http://brownlabtools.otago.ac.nz/CRISPRDetect/
predict_crispr_ array.html).

Посредством биоинформационных алгоритмов 
BLASTn по молекулярным базам Gen_Bank-Phage 
использовали программы CRISPRTarget (http://
bioanalysis.otago.ac.nz/CRISPRTarget/crispr_analysis.
html) и Mycobacteriophage Database (http://phagesdb.
org/blast/) для детекции бактериофагов и плазмид в 
обнаруженных спейсерных участков.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выяснено, что в анализируемом геноме присут-
ствует CRISPR/Cas-система, относящаяся к типу IIIA. 
В подтверждение полученного результата удалось 
обнаружить и визуализировать cas-гены, представ-
ленные в таблице 1. 

CRISPR-система IIIA  типа уничтожает синте-
зирующиеся фрагменты аминокислот и разрезает 
чужеродную DNA-мишень за счёт уникальных ами-
нокислотных участков Cas-10, не связанных с рас-
познаванием мишени. Активируемый Cmr-4 и Csm-3, 
комплексами CMR и CSM, осуществляется гидролиз 
RNA. В связи с этим важным для генома S.  aureus 
остаётся то, что комплекс III-A разрушает DNA и RNA. 
Вблизи с комплексом cas-генов обнаружены 2 CRISPR-
кассеты, вбирающие в себя межспейсерные повторы 
размером до 28 н. о. (рис. 1). 



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Том 3, № 5

Генетика, протеомика и метаболомика 	 51

а

б

Рис. 1.  Консенсусные структуры повторов в геноме штамма 
S. aureus USA300_FPR3757: а – 1 CRISPR-cassette; 
б – 2 CRISPR-cassette.

Fig. 1.  Consensus patterns of repeats in the genome of S. aureus 
strain USA300_FPR3757: а – 1  CRISPR-cassette; б – 
2 CRISPR-cassette.

Первая CRISPR-кассета содержит 4 спейсера (по-
зиция в геноме: 128457–128712), вторая кассета со-
держит 3 спейсерных последовательности (позиция: 
2388923–2389116). 

В результате биоинформационного анализа по-
следовательностей спейсеров CRISPR-кассет был 
осуществлён анализ бактериофагов из базы National 
Center for Biotechnology Information (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/), идентичных данным спейсерным 
последовательностям. Через соответствующие прото-

спейсеры обнаруженных бактериофаговых участков 
определили их принадлежность к следующим родам: 
Mycobacterium phage, Streptococcus phage, Gordonia 
phage (табл. 2).

Используемый программный алгоритм позволяет 
выявлять CRISPR/Cas-системы в геномах бактерий, 
осуществлять оценку степени их устойчивости к 
чужеродным РНК и ДНК бактериофагов и плазмид. 
Кроме того, удалось выявить спейсерные после-
довательности в обнаруженных CRISPR-кассетах и 
определить межспейсерные повторы. Используемые 
программы позволили выявить и охарактеризовать 
cas-гены и определить принадлежность CRISPR/
Cas-системы бактерии – IIIA тип. Благодаря исполь-
зуемым биоинформационным программам удалось 
идентифицировать бактериофагов по спейсерам у 
S. aureus. Дальнейший анализ бактериофагов, иден-
тичных спейсерным участкам CRISPR-системы, по-
зволяет оценить степень бактериофаговой устойчи-
вости штамма. Полученная информация о количестве 
спейсеров и степень их идентичности к протоспей-
серам демонстрируют межвидовые генетические 
взаимодействия. Выявлено, что на анализируемый 
штамм S.  aureus USA300_FPR3757, наибольшее ге-
нетическое влияние оказывали бактериофаги рода 
Mycobacterium, Streptococcus, Gordonia. Разработанный 
алгоритм программных методов поиска локусов 

Таблица 1
Характеристика cas-, csm-генов в геноме штамма S. aureus NC_007793.1

Table 1
Structural and functional characteristics of cas-, csm-genes in the genome of S. aureus strain NC_007793.1

Sequence ID Position System
Protein 
length 
(aa)

Score i-evalue Profile 
coverage

Sequence 
coverage

Begin 
match

End 
match

lcl|NC_007793.1_prot_WP_001548033.1_806 806 CAS 360 43.5 3.3e-12 0.55 0.53 133 321

lcl|NC_007793.1_prot_WP_001062180.1_1686 1686 CAS 448 40 3.8e-11 0.57 0.44 0.44 343

lcl|NC_007793.1_prot_WP_001178942.1_2245 2245 CAS 506 25.3 0.0000012 0.54 0.38 0.38 336

lcl|NC_007793.1_prot_WP_001548033.1_806 806 CAS 360 43.5 3.3e-12 0.55 0.53 133 321

lcl|NC_007793.1_prot_WP_001062180.1_1686 1686 CAS 448 40 3.8e-11 0.57 0.44 0.44 343

lcl|NC_007793.1_prot_WP_001178942.1_2245 2245 CAS 506 25.3 0.0000012 0.54 0.38 0.38 336

Таблица 2 
Структуры спейсеров в CRISPR-кассетах штамма S. aureus NC_007793.1 и детектируемые ими бактериофаги

Table 2
Spacer structures in CRISPR cassettes of S. aureus strain NC_007793.1 and the bacteriophages detected by them

№ CRISPR-кассета Совпадение 
н. о.

Комплементарные 
бактериофаги № GenBank

Spacers 1 CRISPR-кассеты

1 GCCATCTTCTTTGCCAGGCTTGTTGCCGTCTT 30 Mycobacterium phage Xavia MH230879.1

2 ACCAGGCTTGTTGCCATCTT 28 Streptomyces phage phiSASD1 NC_014229.1

3 ACCAGGCTTGTTGCCGTCTTCTTTGCCAGGCTTGTTGTTGTCTT 30 Mycobacterium phage Ph8s MG099947.1

4 GCCAGGCTTGTTATTGTCTT 29 Mycobacterium phage  
ShedlockHolmes NC_028846.1

Spacers 2 CRISPR-кассеты

1 CATTATTGTATGCTGACTTTTCGTCACCTTCTG 28 Streptomyces phage ToastyFinz KY676784.1

2 TGCATTGTCTGTAGAATTTCTTTTTGAAATTCTCTA 32 Gordonia phage Kabluna MF919510.1

3 CATTATTGTAAGCTGACTTTCTGTCAGCTTCTG 32 Mycobacterium phage TM4 NC_003387.1
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CRISPR/Cas-систем может быть применён на многих 
других расшифрованных бактериальных геномах. 
Структуры спейсеров в CRISPR-системах позволяют 
определять степень устойчивости бактерий к спец-
ифичным бактериофагам, что важно для разработки 
технологии бактериофаговой терапии. 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Псевдотуберкулёз сохраняет свою актуальность для здравоохранения России и многих зарубежных стран. Для 
мониторинга популяций Y. рseudotuberculosis перспективно использование CRISPR-типирования, обладающего, 
как показано при изучении Y. pestis, высокой разрешающей способностью. 
Цель настоящего исследования: охарактеризовать и сравнить CRISPR-локусы штаммов Yersinia pseudotu-
berculosis IP32953 и IP31758, вызывающих, соответственно, классическую псевдотуберкулёзную инфекцию 
и дальневосточную скарлатиноподобную лихорадку. 
Материалы и методы. Проанализированы полногеномные последовательности штаммов Y. pseudotuberculosis 
IP329353 и IP31758 (NC_006155 и NC_009708 соответственно). Поиск, идентификация и анализ CRISPR-систем 
выполнены с использованием онлайн-приложений CRISPROne, CRISPRDetect и CRISPRTarget.
Результаты. В геноме исследуемых штаммов обнаружены CRISPR-Cas системы, которые включают в 
себя один набор cas-генов и несколько локусов, значительно удалённых друг от друга. В геноме штамма 
Y. pseudotuberculosis IP329353 три локуса: YP1, находящийся в непосредственной близости от cas-генов, YP2 
и YP3. CRISPR/Cas-система Y. pseudotuberculosis IP31758 представлена только двумя кассетами – YP1 и YP2. 
CRISPR-системы исследуемых штаммов не имеют одинаковых спейсеров. CRISPR/Cas-системы исследованных 
штаммов отличаются количеством CRISPR-локусов, их спейсерным составом и структурой cas-белков.
Заключение. Полученные результаты определяют перспективу использования CRISPR-локусов в качестве 
специфических молекулярных маркеров штаммов при изучении внутривидового разнообразия и эволюции 
Y. pseudotuberculosis. 
Ключевые слова: CRISPR-Cas система, псевдотуберкулёз,  Y. pseudotuberculosis
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Comparative Analysis of CRISPR-Cas System Structures  
of Yersinia pseudotuberculosis IP32953 and IP31758

Peretolchina N.P. 1,2, Borisenko A.Y. 1, Dzhioev Yu.P. 1, Zlobin V.I. 1

1 Irkutsk State Medical University  
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Background. Pseudotuberculosis is still relevant problem in medical science and public health of Russia and other coun-
tries. Typing of Y. рseudotuberculosis strains by their CRISPR systems is a perspective tool for monitoring of Yersinia 
populations as was shown in Y. pestis. 
Aims. Here we describe and compare CRISPR-Cas systems of Yersinia pseudotuberculosis strains IP32953 and IP31758 
causing classic pseudotuberculosis and Far-East scarlet-like fever (FESLF) respectively. 
Materials and methods. Complete genomes of Y. pseudotuberculosis IP329353 and IP31758 (NC_006155 and NC_009708 
respectively) were obtained from NCBI Nucleotide Database. Search, identification, and analysis of CRISPR systems 
were carried out by online-tools CRISPROne, CRISPRDetect, and CRISPRTarget.
Results and discussion. Analyzed strains have CRISPR-Cas systems that include one set of cas-genes and arrays situated 
at the long distances from each other. We defined three CRISPR arrays in Y. pseudotuberculosis IP32953 by the combi-
nation of program methods. CRISPR-Cas system of this strain consist of array YP1 located near cas-genes, arrays YP2 
and YP3. CRISPR-Cas system of Y. pseudotuberculosis IP31758 includes two arrays – YP1 and YP3. CRISPR systems do 
not share similar spacers. CRISPR systems of the analyzed strains differ in CRISPR loci and cas-protein structures that 
can be used as specific marks of analyzed strains.
Conclusions. We suggest that acquisition of certain spacers may play a role in evolution and divergence of Y. pseudo-
tuberculosis strains.
Key words: CRISPR-Cas system, pseudotuberculosis, Y. pseudotuberculosis
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CRISPR-Cas система (Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated proteins, 
короткие регулярно расположенные палиндромные 
повторы/CRISPR-ассоциированные белки) является 
специфическим адаптивным иммунитетом бактерий, 
действие которого направлено против мобильных ге-
нетических элементов (МГЭ). CRISPR-система состоит 
из CRISPR-локусов и cas-генов. CRISPR-локусы пред-
ставлены набором коротких палиндромных повторов 
(21–47  п.  н.), разделённых штамм-специфичными 
спейсерными последовательностями (спейсеры). 
Данные последовательности комплементарны 
участкам нуклеиновых кислот фагов и плазмид, с 
которыми спейсеры способны взаимодействовать и 
индуцировать разрушение генетического материала 
МГЭ (рис. 1).

При этом cas-гены, расположенные в непосред-
ственной близости от кассеты, необходимы для 
синтеза белков, участвующих в трёх этапах «иммун-
ного ответа» бактерий: адаптации, транскрипции и 
процессинге CRISPR РНК (crРНК) и интерференции 
[13] (см. рис. 1). 

Во время первичной инфекции бактериофага 
CRISPR-система с помощью белков cas1 и cas2 выре-
зает и вставляет небольшой фрагмент ДНК бактери-
офага в начало CRISPR-кассеты бактерии со стороны 
лидерной последовательности. При вторичном 
инфицировании бактерии бактериофагом, содержа-
щим интегрированный фрагмент ДНК, запускается 
транскрипция CRISPR-локуса и синтезируется моле-
кула пре-crРНК, состоящая из всех спейсерных после-
довательностей и повторов. В процессе созревания 
пре-crРНК разрезается на фрагменты, включающие 
в себя одну спейсерную последовательность и флан-
кирующие её повторы. Зрелая crРНК связывается с 
комплексом белков, образуя Cascade, эффекторный 
CRISPR-ассоциированный комплекс противовирусной 

защиты. Образованная структура узнаёт протоспей-
серную последовательность в геноме бактериофага и 
активирует нуклеазы, которые разрушают молекулу 
ДНК бактериофага [7].

Установлено, что CRISPR-система иерсиний 
включает в себя от одного до трёх локусов и один 
набор cas-генов, состоящий из универсального для 
всех типов систем гена cas1 и типоспецифических 
(IF) генов cas3f, cas8f, cas5f, cas7f и cas6f [1, 9] (рис. 2). 

Представители рода Yersinia часто используются 
исследователями в качестве объекта для изучения 
меж- и внутривидовой эволюции, так как включают 
большое число разнообразных патогенных и непато-
генных видов: возбудителя особо опасной инфекции – 
чумы, Yersinia pestis; возбудителей псевдотуберкулёза 
и кишечного иерсиниоза Yersinia pseudotubercu-
losis и Yersinia enterocolitica, и ряд непатогенных 
видов иерсиний. Полидетерминантная природа 
патогенных свойств Y.  pseudotuberculosis обуслов-
ливает многообразие клинических форм инфекции. 
В своих предыдущих публикациях K.A. Koskela et al. 
(2015) и T. Seecharran et al. (2017) охарактеризовали 
CRISPR-локусы Y. pseudotuberculosis и предположили 
возможные механизмы приобретения CRISPR/Cas 
системы и её роль в эволюции бактерии [8, 12]. 

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Сравнение CRISPR-систем двух штаммов, вы-
деленных на различных территориях от пациентов 
с разными клиническими проявлениями псевдоту-
беркулёза, и определение специфических различий 
в спейсерном составе и структуре cas-белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучены полногеномные последовательности 
штаммов Y. pseudotuberculosis IP329353 и IP31758 из 
базы данных NCBI Nucleotide (NC_006155 и NC_009708 

 
Рис. 1.  Структура и принцип функционирования CRISPR-Cas системы первого класса.
Fig. 1.  Structure and mechanism of immunity of class 1 CRISPR-Cas system.
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соответственно) и проанализированы с помощью 
пакета программ. Для идентификации CRISPR-
локусов и cas-генов использованы онлайн-прило-
жения CRISPROne (http://omics.informatics.indiana.
edu/CRISPRone) и CRISPRDetect (http://brownlabtools.
otago.ac.nz/CRISPRDetect/predict_crispr_array.html) 
[4, 14]. Скрининг фагов и плазмид через спейсерные 
структуры проводился при помощи онлайн-прило-
жения CRISPRTarget (http://bioanalysis.otago.ac.nz/
CRISPRTarget/crispr_analysis.html) [3]. Использованы 
следующие критерии для отбора протоспейсерных 
последовательностей: совпадение нуклеотидов 
между спейсером и простоспейсером не менее 90 %; 
наличие PAM “GG” со стороны 3’-конца (3’-end PAM-GG-
IF). Определение профаговых последовательностей 
в геномах бактерий проводилось с использованием 
онлайн-приложения PHASTER (http://phaster.ca) [2].

РЕЗУЛЬТАТЫ

В геномах штаммов Y. pseudotuberculosis IP32953 
и IP31758 обнаружены CRISPR-Cas системы типа IF. 
CRISPR-системы представлены шестью cas-генами 
и кассетами, количество которых различно: штамм 
IP32953 имеет три локуса – YP1, YP2 и YP3, штамм 
IP31758 – два, YP1 и YP3 (см. рис. 2). Количество по-
второв и спейсеров в локусах различно, не было обна-
ружено гомологичных спейсерных последовательно-

стей в локусах данных штаммов. Последовательности 
повторов, наоборот, полностью идентичны, несмотря 
на встречаемость замен в повторах в конце кассеты. 
K. Pougach et al. в 2010 г. показали, что транскрипция 
кассет начинается с лидерной последовательности, 
поэтому все CRISPR-фрагменты ориентированы со 
стороны лидерной последовательности [11, 13]. 

CRISPR-Cas система Y. pseudotuberculosis IP32953
В геноме штамма Y.  pseudotuberculosis IP32953 

обнаружено три локуса, удалённых друг от друга. 
Локус YP1 (2965418–2964428) расположен в непо-
средственной близости от cas-генов и состоит из 
17  повторов, разделённых 16  спейсерами; локусы 
YP2 (1284328–1284476) и YP3 (1891010–1891277) 
небольшие по длине и включают в себя 2 и 4 спейсера 
соответственно. Скрининг гомологичных последова-
тельностей в геномах бактериофагов и плазмид по-
казал соответствия 8 спейсеров с бактериальными и 
плазмидными последовательностями. Как правило, в 
месте локализации протоспейсера в геноме бактерии 
обнаружен профаг (табл. 1).

CRISPR-Cas система Y. pseudotuberculosis IP31758
В геноме штамма Y.  pseudotuberculosis IP31758 

обнаружено только два локуса – YP1 и YP3. Ло-
кус YP1 (1786721–1788193) также локализован 
в непосредственной близости от cas-генов, локус 

а

б

Рис. 2.  Структура CRISPR-Cas системы Y. pseudotuberculosis: a – штамм IP32953; б – штамм IP31758.
Fig. 2.  Structure of CRISPR-Cas system of Y. pseudotuberculosis: a – strain IP32953; б – strain IP31758.
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Таблица 1 
Соответствующие протоспейсерные последовательности спейсерам CRISPR-Cas-системы 

Y. pseudotuberculosis IP32953 
Table 2

Corresponding protospacers and spacers of CRISPR-Cas system of Y. pseudotuberculosis IP32953

Спейсер PAM-3’ Протоспейсер Бактериофаг Совпадение

YP1-1 GG CP009780 | Yersinia pseudotuberculosis 
PB1/+ NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 1,00

YP1-4

CP009801 | Yersinia intermedia Y228 NC_016158, Escherichia phage HK639 
(intact) 1,00

CP007448 | Yersinia enterocolitica LC20 NC_022749, Shigella phage SfIV (intact) 1,00

CP009364 | Yersinia frederiksenii Y225 NC_019927, Cronobacter phage ENT47670 
(intact) 0,97

CP009997 | Yersinia kristensenii Y231 NC_019927, Cronobacter phage ENT47670 
(intact) 0,97

YP1-15
CP009792 | Yersinia pseudotuberculosis YPIII NC_005886, Burkholderia phage BcepB1A 

(questionable) 0,97

GG CP007230 | Yersinia similis strain 228 NC_005886, Burkholderia phage BcepB1A 
(questionable) 0,97

YP1-16 CP007230 | Yersinia similis strain 228 NC_005886, Burkholderia phage BcepB1A 
(incomplete) 0,97

YP2-1 GG NC_009705 | Yersinia pseudotuberculosis 
IP31758 plasmid_153kb 0,91

YP2-2 GG NZ_CP028488 | Yersinia massiliensis strain 
GTA plasmid unnamed1 0,97

YP3-1 GG CP013913.1 | Serratia fonticola strain GS2 NC_019501, Enterobacteria phage IME10 
(intact) 0,94

YP3-4 GG CP007230 | Yersinia similis strain 228 NC_005886, Burkholderia phage BcepB1A 
(incomplete) 0,97

Таблица 2 
Соответствующие протоспейсерные последовательности спейсерам CRISPR-Cas-системы 

Y. pseudotuberculosis IP31758 
Table 2

Corresponding protospacers and spacers of CRISPR-Cas system of Y. pseudotuberculosis IP31758

Спейсер PAM-3’ Протоспейсер Бактериофаг Совпадение

YP1-12 CP010067 | Yersinia pseudotuberculosis str. 
PA3606 0,97

YP1-14

GG CP009786 | Yersinia pseudotuberculosis strain 1 NC_003444, Enterobacteria phage SfV 
(intact) 1,00

GG CP009792 | Yersinia pseudotuberculosis YPIII NC_021857, Shigella phage SfII (intact) 1,00

GG CP008943 | Yersinia pseudotuberculosis 
ATCC6904

NC_003444, Enterobacteria phage SfV 
(intact) 1,00

YP1-20
GG CP009780 | Yersinia pseudotuberculosis PB1/+ NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 0,97

GG CP009712 | Yersinia pseudotuberculosis 
IP32953 NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 0,97

YP3-2 CP009364 | Yersinia frederiksenii Y225 NC_019927, Cronobacter phage ENT47670 
(intact) 0,94

YP3-4 GG CP010067 | Yersinia pseudotuberculosis 
PA3606

NC_028699, Salmonella phage SEN34 
(intact) 1,00

YP3-5 GG CP009757 | Yersinia pseudotuberculosis MD67 NC_005886, Burkholderia phage BcepB1A 
(questionable) 0,97

YP3-10 GG CP009792 | Yersinia pseudotuberculosis YPIII NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 0,94

YP3-17 GG CP007230 | Yersinia similis strain 228 NC_016160, Escherichia phage HK75 (intact) 1,00

YP3-20

GG CP009780 | Yersinia pseudotuberculosis PB1/+ NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 1,00

GG CP009781 | Yersinia aldovae 670-83 NC_009542, Aeromonas phage phiO18P 
(intact) 1,00

GG CP009792 | Yersinia pseudotuberculosis YPIII NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 1,00

GG CP007448 | Yersinia enterocolitica LC20 NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 1,00

GG CP009846 | Yersinia enterocolitica 8081 NC_022747, Vibrio phage VPUSM 8 (intact) 0,94
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YP3 (2726751–2728338) удалён от них. Локус YP2 
не удалось идентифицировать программными 
методами, однако спейсеров в локусах представлено 
больше: 24  спейсера в локусе YP1 и 26 – в локусе 
YP3. В результате скрининга протоспейсеров в 
геномах бактериофагов и плазмид обнаружено 
9  соответствий спейсеров с бактериальными и 
фаговыми последовательностями. Протоспейсеров 
в плазмидах не обнаружено (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе проанализированы два штамма 
Y. pseudotuberculosis, принципиально различающихся 
между собой. Y. pseudotuberculosis IP32953 выделен на 
территории Франции, штамм IP31758 – на террито-
рии Дальнего Востока России. Оба штамма выделены 
от больных, но клинические проявления псевдоту-
беркулёза отличаются по тяжести: штамм IP32953 
вызывает типичную картину псевдотуберкулёза с 
преимущественным поражением желудочно-кишеч-
ного тракта; штамм IP31758 является возбудителем 
дальневосточной скарлатиноподобной лихорадки 
(ДСЛ) [6].

Основная роль CRISPR-Cas-систем – защита бакте-
рий от внедрения чужеродных МГЭ. Поэтому 72 спей-
сера исследованных систем проанализированы с 
целью определения оригинальных протоспейсерных 
последовательностей. В результате выявлено всего 8 
и 9 совпадений протоспейсер-спейсер систем штам-
мов Y. pseudotuberculosis IP32953 и Y. pseudotuberculosis 
IP31758 соответственно. Невозможность идентифи-
кации большинства спейсеров может быть объяснена 
отсутствием секвенированных последовательностей 
в базе данных NCBI Nucleotide или частыми точечны-
ми мутациями в протоспейсерных последовательно-
стях бактериофагов, которые позволяют им избежать 
узнавания фрагмента ДНК активным комплексом [5].

Однако отмечено, что спейсеры наиболее часто 
отбираются CRISPR-системой из консервативных ча-
стей фагов, например, фрагменты гена, кодирующего 
структурный белок хвоста бактериофага (см. табл. 1, 
2). В результате при скрининге протоспейсеров в 
геномах бактериофагов встречаются совпадения не 
только с оригинальным бактериофагом, но и с дру-
гими вирусами, имеющие эту же последовательность 
ДНК. Данный факт, безусловно, затрудняет определе-
ние источника спейсера.

Плазмидные последовательности также могут 
быть источником спейсеров CRISPR-систем. В част-
ности, локус YP2 штамма Y. pseudotuberculosis IP32953 
состоит из 2  спейсеров, один из которых на 91  % 
совпадает с фрагментом плазмиды pVM82 Y. pseudo-
tuberculosis IP31758. Данная плазмида кодирует 
несколько факторов патогенности (система секреции 
icm/dot, tox-оперон), участвующих в развитии ин-
фекционного процесса [6, 10]. Возможной причиной 
приобретения данного спейсера является наличие в 
геноме плазмиды гена интегразы бактериофага, кото-
рый является свидетелем предшествующих явлений 
горизонтального переноса в плазмидной последова-
тельности. Таким образом, можно предположить, что 

приобретение спейсера к данной плазмиде может 
являться точкой расхождения штаммов иерсиний.

Результаты проведённого исследования являют-
ся основой для использования CRISPR-типирования 
при мониторинге циркулирующих штаммов на 
отдельных территориях и выявления возможной 
связи структурно-функциональных характеристик 
выявленных сайтов СRISPR/Cas-систем с клиниче-
скими проявлениями иерсиниозов, обусловленных 
изучаемыми штаммами.
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Детекция генетических детерминант патогенности у штаммов 
Klebsiella spp., выделенных из кишечного биотопа детей  

с функциональными гастроинтестинальными расстройствами

ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека»  
(664003, г. Иркутск, ул. Тимирязева, 16, Россия) 

В статье представлена характеристика микробиоты толстой кишки у детей первого года жизни с 
функциональными гастроинтестинальными расстройствами (ФГИР), а также результаты выявления 
с помощью молекулярно-генетических методов генетических детерминант у штаммов бактерий рода 
Klebsiella как у одного из основных представителей микробиоты кишечника у детей.
Материалом исследования являлась 61 копрологическая проба. Биологический материал был распределён 
на две группы сравнения в зависимости от вида выделяемых бактерий при концентрации 105–108 КОЕ/г: 1-я 
группа – с вегетацией в толстой кишке K. pneumoniae (n = 30); 2-я группа – с вегетацией K. oxytoca (n = 31).
Получены данные о количественном и качественном изменении состава микробиоты толстой кишки в 
группах сравнения. На фоне сниженных показателей бифидо- и лактобактерий для обеих групп характерна 
высокая степень обсеменённости условно-патогенной микрофлоры – S. aureus, Сlostridium spp. Результаты 
детекции генетических детерминант патогенности у образцов клебсиелл двух видов – Klebsiella pneumonia и 
Klebsiella oxytoca – показали, что среди штаммов Klebsiella spp., вегетирующиих в кишечнике детей в качестве 
составляющей аллохтонной микробиоты, сосредоточен вирулентный потенциал. 
Детекция генов патогенности у бактерий рода Klebsiella с помощью молекулярно-генетических методов 
позволит расширить и углубить проблемы поиска структур приспособления и адаптации штаммов 
бактерий, вызывающих ФГИР у детей первого года жизни. 
Ключевые слова: Klebsiella spp., дети первого года жизни, кишечная микробиота, функциональные гастро-

интестинальные расстройства, генетические детерминанты патогенности
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Detection of Genetic Determinants of Pathogenicity of Strains of Klebsiella spp. 
Isolated from the Intestinal Biotope of Children with Functional Gastrointestinal 

Disorders

Grigorova E.V., Rychkova L.V., Ivanova E.I., Nemchenko U.M., Savelkaeva M.V. 

Scientific Сentre for Family Health and Human Reproduction Problems  
(ul. Timiryazeva 16, Irkutsk 664003, Russian Federation)

Functional gastrointestinal disorders (FGID) are one of the most common problems in children of the first year of life. 
The aim of the study was to assess the pathogenic potential of Klebsiella spp. strains, isolated from the colon in children 
of the first year of life with FGID. 
Material for the study included 61 coprological samples. The biological material was divided into comparison groups, 
depending on the type of Klebsiella excreted at a concentration of 105–108 CFU/g: 1st – with vegetation in the colon 
K. pneumoniae (n = 30); 2nd – with vegetation K. oxytoca (n = 31). Bacteriological study composition of the intestinal 
contents was carried out according to the Industry standard “Protocol of management of patients. Intestinal dysbio-
sis” (2003). Identification was carried out according to generally accepted schemes using commercial test systems for 
biochemical identification of bacteria. Statistical data processing was performed using licensed applications “MS Office 
Excel 2003 for Windows 7”.
The data on the quantitative and qualitative changes in the composition microbiota in the comparison groups were 
obtained. The results of detection genetic determinants of pathogenicity in the samples of Klebsiella of two species show 
that among the strains of Klebsiella spp., vegetating in the intestines of children as a component of an allochthonous 
microbiota, a sufficiently high and virulent potential can be concentrated.
Detection of pathogenicity genes in bacteria of the genus Klebsiella will expand and deepen the problem of finding the 
structures of adaptation of strains of bacteria that cause FGID in children of the first year of life.
Key words: Klebsiella spp., children of the first year of life, intestinal microbiota, functional gastrointestinal disorders, 

genetic determinants of pathogenicity
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Полученные в настоящее время актуальные дан-
ные о разнообразии микроорганизмов, обитающих в 
кишечнике человека, позволяют учёным всего мира 
дискутировать о роли отдельных видов условно-
патогенных микроорганизмов (УПМ), участвующих 
в формировании нормальной микробиоты челове-
ка. Одним из основных факторов таких бактерий 
является их участие в этиологии и патогенезе ряда 
заболеваний [1, 9, 11, 15]. 

Особое внимание уделяют роду Klebsiella, насе-
ляющему толстую кишку детей первого года жизни. 
Данный вид бактерий обладает обширным спектром 
факторов патогенности [1, 12, 13]. Как известно, па-
тогенность бактерий является полидетерминантным 
признаком, что обусловлено комплексным действием 
различных факторов патогенности [15]. В связи с 
этим целесообразно рассмотреть специфичные для 
бактерий данного рода генетические детерминанты 
патогенности, ответственные за реакции в бактерии 
[17]. В основе всех метаболических реакций в бакте-
риальной клетке лежит деятельность ферментов, 
которые ускоряют реакции, необходимые для функ-
ционирования организма. Ген uge (uridine-diphospate-
galactose-4-epimerase gene) кодирует активность эндо-
фермента уридин-дифосфат-галактозо-4-эпимеразы 
(ГАЛЭ, или эпимераза). Эпимераза представлена 
гладким липополисахаридом (ЛПС) с молекулами О- и 
К-антигенов. О-антиген связан с клеточной стенкой 
бактерий, основу которого составляют ЛПС. Эти анти-
гены встречаются у бактерий, образующих капсулу 
[16]. Наряду с другими факторами патогенности ЛПС 
и капсула способствуют патогенезу функциональных 
гастроинтестинальных расстройств (ФГИР), ослож-
нённых бактериями рода Klebsiella. Фермент оказы-
вает влияние на углеводы и их производные. ГАЛЭ не 
только принимает участие в превращении галактозы 
в монофосфат, осуществляя дальнейший распад, но 
и выполняет важную функцию в процессе усвоения 
D-галактозы, получаемой с пищей [3].

Железо играет наиболее важную роль при взаи-
модействии микро- и макроорганизма. Эволюционно 
сложившаяся стратегия организма хозяина для обе-
спечения противоинфекционной защиты и сохранения 
вида выражается в потери УПМ железа. Реализуя свой 
вирулентный потенциал, бактерии выработали раз-
личные способы добывания железа, при этом прямым 
способом является синтез сидерофоров. Ген kfu (iron 
uptake system gene) кодирует систему поглощения же-
леза сидерофорами для дальнейшего транспорта через 
наружную мембрану клеточной стенки. При этом ми-
кроорганизм находится с хозяином в конкурирующих 
взаимоотношениях за субстрат [5, 14]. Энтероциты, на-
ходящиеся в эпителиальном слое дуоденального отдела 
кишечника и координирующие абсорбцию и транспорт 
железа ворсинками, выстилающими полость толстой 
кишки, необходимы для метаболизма железа [8].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить патогенный потенциал штаммов 
Klebsiella spp., выделенных из толстой кишки у детей 
первого года жизни с ФГИР.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании были соблюдены этические 
принципы, предъявляемые Хельсинской деклара-
цией Всемирной медицинской ассоциации (World 
Medical Association Declaration of Helsinki 1964, ред. 
октябрь 2013) и «Правилами клинической практики 
в Российской Федерации», утверждёнными Приказом 
Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266.

Объектами исследования являлись дети первого 
года жизни (n = 61) с установленным врачом-гастро-
энтерологом диагнозом ФГИР (расстройства дефе-
кации, колики, срыгивания, синдром руминации и 
циклической рвоты, продолжающиеся в течение не 
менее двенадцати недель за последние двенадцать 
месяцев наблюдения) [6]. Материал для исследо-
вания – 61 копрологическая проба. Биологический 
материал распределили на две группы сравнения 
в зависимости от вида выделяемых клебсиелл 
при концентрации 105–108  КОЕ/г: 1-я  группа – с 
вегетацией в толстой кишке K. pneumoniae (n = 30); 
2-я группа – с вегетацией в толстой кишке K. oxytoca 
(n = 31).

Из исследования исключали: детей, имеющих 
органические заболевания ЖКТ; детей, перенёсших 
инфекции различной локализации; детей, принимав-
ших антибактериальные, пробиотические препараты 
и лечебные бактериофаги в предшествующие три 
месяца до обследования; детей на искусственном 
вскармливании.

Бактериологическое исследование состава со-
держимого толстой кишки проводили согласно От-
раслевому стандарту «Протокол ведения больных. 
Дисбактериоз кишечника» 91500.11.0004-2003. 
Микроорганизмы идентифицировали по морфо-
логическим, тинкториальным, культуральным и 
биохимическим свойствам с использованием API-
систем «bioMérieux» (Франция). Идентификацию 
выделенных культур семейства Enterobacteriaceae 
с использованием коммерческих тест-систем для 
биохимической идентификации энтеробактерий: 
СИБ (НИИЭМ, г.  Н.  Новгород); ENTEROtest  16 и 
ENTEROtest  24 (PLIVA-Lachema, Чехия); сред Гисса 
(Россия). По результатам биохимического типиро-
вания штаммы были отнесены к видам Klebsiella 
pneumoniae и Klebsiella oxytoca.

Для выделения ДНК бактерий использовали 
комплект реагентов «ДНК-сорб-В» (ФГУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, Россия). Типирование прово-
дили с двумя парами специфичных для клебсиелл 
праймеров, отобранных, согласно рекомендациям 
Е.В. Бухаровой с соавт. [2] (табл. 1).
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Таблица 1
Нуклеотидные структуры специфических праймеров 

[2]
Table 1

The nucleotide structure of the specific primer [2]

Праймеры Нуклеотидная структура (5’-3’)
Размер 

ампликона 
(п.н.)

uge-F TCT TCA CGC CTT CCT TCA CT
534

uge-R GAT CAT CCG GTC TCC CTG TA

kfu-F GAA GTG ACG CTG TTT CTG GC
797

kfu-R TTT CGT GTG GCC AGT GAC TC

Для ПЦР-амплификации применяли коммерче-
ский набор AmpliSens-200-1 (ФГУН ЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, Россия). Праймеры синтезированы 
в НПФ «Литех» (г.  Москва). ПЦР проводили с ДНК-
матрицы (3  мкл), прямого и обратного праймеров 
(1  мкл). ДНК амплифицировали в соответствии с 
протоколом [2].

Продукты амплификации анализировали путём 
электрофоретического разделения в 1%-м агарозном 
геле (окрашен бромистым этидием с рабочей концен-
трацией – 0,5 мкг/мл). В качестве буферной системы 
использовали трис-ацетатный буфер. Электрофорез 
проводили в режиме: 100 В, 50 мА, 40–50 мин. В каче-
стве маркера использовали O’RangeRuler 100 bp DNA 
Ladder («Fermentas», Литва). Результаты визуализи-
ровали в ультрафиолетовом свете и документировали 
с помощью программы inVCR на трансиллюминаторе 
UVT 1 biokom. Выделенные гены были идентифици-
рованы и определены на основе размера фрагмента 
(см. табл. 1). 

Молекулярные исследования проводились на 
базе Центра коллективного пользования ФГБНУ НЦ 
ПЗСРЧ «ПЦР-диагностика» (руководитель – к.б.н. 
Хаснатинов М.А.).

Статистическую обработку полученных резуль-
татов производили при помощи лицензионных при-
кладных программ MS Office Excel 2003 for Windows 
7. Вычисляли основные показатели параметрических 
методов вариационной статистики (средняя ариф-
метическая, стандартное отклонение, Т-критерий 
Стьюдента, статистическая значимость полученных 
результатов), при p ≤ 0,05 различия считались стати-
стически значимыми. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У детей был выявлен дисбаланс в составе микро-
биоты толстой кишки. При высокой популяционной 
плотности бактерий рода Klebsiella (> 104 КОЕ/г) реги-
стрировали дефицит бифидобактерий в 1-й группе в 
70,0 % случаев и во 2-й группе – в 58,1 % случаев; де-
фицит лактобактерий выявляли лишь в 10,0 % и 6,5 % 
случаев соответственно. Полноценную, нормальную 
E. coli (НКП) определяли в 60,0 % случаев в 1-й группе 
и в 87,1 % случаев – во второй, а энтерококк – более 
чем в 70 % случаев в обеих группах (табл. 2) 

Условно-патогенные КП с гемолитической актив-
ностью (ГА) регистрировали в два раза чаще во 2-й 
группе сравнения (22,6 %), со слабоферментативной 
активностью (КП с СФА) – в 1-й группе сравнения 
(40,0  %). ГА регистрировалась также у почти 10  % 
штаммов энтерококков в обеих группах сравнения. 
Появление у индигенной микрофлоры атипичных 
свойств – гемолитической активности (КП с ГА), а 
также снижение ферментативных свойств могут спо-
собствовать и усугублению ФГИР у детей. Энтерококк, 
приобретая патогенные свойства, активизируется 
при изменении функционального состояния микро-
биоты толстой кишки и сопутствует формированию 
данных расстройств [10].

Среди УПМ в концентрации более 104 КОЕ/г выде-
ляли S. aureus в 23,3 % случаев в 1-й группе сравнения 
и в 29,0 % случаев – во второй. По снижению частоты 
встречаемости были зафиксированы клостридии, 
грибки рода Candida, цитробактер и другие виды 
семейства Enterobacteriaceae (табл. 3)

Таким образом, ФГИР у детей первого года жиз-
ни были обусловлены изменением качественного и 
количественного состава представителей кишечной 
микробиоты. Отмечены дефицитные показатели 
бифидо- и лактобактерий и снижение частоты встре-
чаемости КП с СФА, Citrobacter spp., однако во второй 
группе сравнения увеличивается частота регистра-
ции S.  aureus, Clostridium  spp. и других видов энте-
робактерий – (при выделении штаммов K. oxytoca). 
Полученные результаты свидетельствуют о высокой 
степени обсеменённости микробиоты толстой кишки 
УПМ при наличии K. oxytoca, что, вероятно, связано с 
более низким потенциалом вирулентности и осущест-
влением данным видом симбиотических взаимодей-
ствий с другими микроорганизмами толстой кишки. 

Таблица 2
Частота регистрации представителей индигенной микробиоты толстой кишки у детей с ФГИР, %

Table 2
The frequency of registration of representatives of indigenous microbiota of the colon in children with functional 

gastrointestinal disorders, %

Микроорганизмы (КОЕ/г фекалий*)
Частота встречаемости, %

1-я группа (n = 30), M ± SD 2-я группа (n = 31), M ± SD

Bifidobacterium spp. (менее 107) 70,0 ± 8,4 58,1 ± 8,9 ↓

Lactobacterium spp. (менее 106) 10,0 ± 5,5 6,5 ± 4,4

НКП (107–108) 60,0 ± 8,9 87,1 ± 6,0 ↑

Enterococcus spp. (106–107) 73,3 ± 8,1 83,9 ± 6,6 ↑
Примечание. * – критерии оценки концентрации, согласно ОСТ 2003; ↓ – снижение частоты встречаемости, по сравнению 
с первой группой сравнения; ↑ – увеличение частоты встречаемости, по сравнению с первой группой сравнения.
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Установлено, что в образцах Klebsiella spp. частоту 
регистрации гена, кодирующего ГАЛЭ, выявляли на 
одном уровне (70,9 % случаев у K.  oxytoca и 83,3 % 
случаев у K. pneumoniae). Ген, кодирующий систему по-
глощения железа, выявляли у образцов K. pneumoniae 
в 4 раза чаще (46,7 %). Комбинации двух маркеров 
патогенности у изолятов K. oxytoca регистрировали 
в 3 раза реже (2-я группа сравнения) (табл. 4).

Таблица 4
Результаты детекции генетических детерминант 

патогенности и их ассоциаций у образцов 
Klebsiella spp. 

Table 4
Results of detection of genetic determinants of 

pathogenicity and their associations in Klebsiella spp. 
samples

Генетические 
детерминанты 
патогенности

1-я группа (n = 30) 2-я группа (n = 31)

абс. % абс. %

uge 25 83,3 22 70,9

kfu 14 46,7 3 9,7↓* (t = 6,1)
p ≤ 0,001

uge + kfu 10 33,3 3 9,7↓* (t = 2,3)
p ≤ 0,05

Примечание. ↓ – снижение частоты встречаемости, по 
сравнению с первой группой сравнения; * – различия вы-
деления маркеров патогенности между видами бактерий 
статистически значимы при p < 0,05 (t-критерий Стьюдента).

В 16,4  ±  4,7  % случаев (10  проб) в образцах 
Klebsiella  spp. исследуемые детерминанты патоген-
ности не были обнаружены.

Нами установлено, что у K. pneumoniae, по срав-
нению с K.  oxytoca, в 4  раза чаще детектировали 
ген kfu, что свидетельствует о том, что у штаммов 
K. pneumoniae более выражены и сформированы си-
стемы поглощения железа, что увеличивает способ-
ность к транслокации и реализации вирулентных 
свойств [4].

Комбинация двух исследуемых маркеров пато-
генности увеличивает потенциал вирулентности. 
Детекция у 33,3 % штаммов K. pneumoniae сочетаний 
этих генов не только приводит к суммированию па-

тогенных свойств, но и вызывает взаимное усиление 
факторов вирулентности бактерии [7], что может 
быть одним из ключевых факторов как при формиро-
вании ФГИР, так и при усугублении функционального 
состояния макроорганизма в целом. 

Предполагается, что патогенный потенциал гена 
ГАЛЭ существенно влияет на вирулентность фено-
типа, связанную с продукцией слизи повышенной 
вязкости и инфекционным поражением тканей. В 
дополнение к этому вырабатывается несколько дру-
гих внеклеточных факторов вирулентности, которые 
влияют на клеточный метаболизм хозяина [16].

Нами получены данные об отдельных важных зве-
ньях патогенеза интестинальных расстройств у детей 
первого года жизни. Обнаружение генетических де-
терминант патогенности и появление их комбинаций 
позволяет судить о факте «потенциальной патоген-
ности» исследуемых штаммов и их участии не только 
в формировании, но и в прогрессировании ФГИР. Это 
обстоятельство обосновывает факт необходимости 
проведения дифференциальной диагностики штам-
мов клебсиелл у детей именно первого года жизни 
даже в случае недостаточности микробиологических 
нарушений [2]. 

Таким образом, зафиксированные при исследо-
вании специфичные нуклеотидные последователь-
ности генов патогенности бактерий Klebsiella spp. по-
зволяют предполагать их потенциальную опасность 
для образования воспалительных изменений толстой 
кишки, что может усугублять прогрессирование ин-
фекционных осложнений, крайне нежелательных для 
развивающегося организма ребёнка.

Авторы данной статьи сообщают об отсутствии 
конфликта интересов.
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В статье представлена клиническая характеристика группы больных с остеохондрозом шейного отдела 
позвоночника и шейно-плечевым синдромом. Приведены данные клинико-неврологического обследования, 
включающие лучевые методы диагностики (обзорная спондилография шейного отдела позвоночника в 
прямой и боковой проекциях, функциональные пробы, рентгенография крупных суставов верхних конечностей 
в двух проекциях), МРТ шейного отдела позвоночника, стимуляционной электронейромиографии и 
остеоденситометрии. Статистическая обработка с определением непараметрических критериев и 
коэффициентов корреляции осуществлялась в программе SPSS 22.0.0. Были использованы непараметрические 
методы корреляционного анализа Спирмена и Пирсона. При обследовании пациентов с синдромом «шея – 
верхние конечности» было обнаружено, что состояние костной ткани для конечности с болевым синдромом 
незначительно отличается от состояния костной ткани здоровой конечности и в целом находится в 
пределах нормы. По данным нейромиографических исследований отклонения функционального состояния 
исследованных нервов верхних конечностей от условной нормы не были выражены и отмечались с обеих 
сторон. В результате проведённого исследования можно предположить, что асимметрично расположенный 
патологический очаг тормозит деятельность периферического и центрального звена двигательного 
аппарата не только на стороне повреждения, но и на противоположной стороне. Различия функционального 
состояния периферических нервов верхних конечностей между пациентами с шейно-плечевым синдромом 
и здоровыми лицами являются статистически значимыми и позволяют расценивать их как признак 
декомпенсированности, препятствующей нормальному функционированию.
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The article presents clinical profile of patients with cervical osteochondrosis and cervicobrachial syndrome, results of 
cliniconeurological examination including X-ray diagnostics (plain frontal and lateral radiography of cervical spine, 
functional tests, frontal and lateral X-ray imaging of large joints of upper limbs), MRI of cervical spine, stimulation 
electroneuromyography and osteodensimetry. Statistical processing with definition of nonparametric test and cor-
relation coefficient was performed using SPSS 22.0.0 software. Pearson and Spearman nonparametric tests were used 
for correlation analysis. Examination of patients with cervicobrachial syndrome revealed that bone tissue condition 
of a limb with pain syndrome slightly differs from the bone tissue condition of a healthy limb and is within normal 
range. Neuromyography showed that abnormality of a functional condition of studied nerves of upper limbs was not 
pronounced and was registered on both limbs. As a result of our research we can suppose that asymmetric abnormal 
focus inhibits peripheral and central chains of locomotor system both on injured and healthy limbs. Differences in func-
tional condition of peripheral nerves of upper limbs in patients with cervicobrachial syndrome and healthy people are 
statistically significant and allow us to consider them as a sign of decompensation which prevent healthy performance.
Key words: osteochondrosis, cervical spine, clinical profile, MRI, multi-layer spiral CT, densitometry, electroneuromyography
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ВВЕДЕНИЕ

Боли в области шейного отдела позвоночника 
и верхних конечностей – актуальная проблема кли-
нической практики, поскольку данной патологии 
подвержены в большей степени люди молодого и 
среднего возраста, чья работа связана с длительным 
нахождением в нефизиологическом положении [7, 
10, 14]. Основными клиническими проявлениями 
являются боль, рефлекторные мышечно-тонические 
синдромы в области шейного отдела позвоночника 
и верхних конечностей, значительно ухудшающие 
качество жизни человека [3, 9]. Вследствие особен-
ностей строения в шейном отделе позвоночника 
имеется повышенная подвижность, позвоночный 
канал в шейном отделе наиболее узкий, поэтому 
компрессия спинного мозга и его корешков в данном 
сегменте развивается значительно чаще и приводит 
к серьёзным поражениям [1].

Тесная взаимосвязь нервно-сосудистых образова-
ний в шейном отделе позвоночника предопределяет 
появление целого ряда сложных неврологических, 
мышечно-тонических, висцеральных и нейродистро-
фических симптомов при развитии дегенеративно-
дистрофических изменений в позвоночнике [2].

Основными причинами развития шейно-плече-
вого синдрома являются дегенеративно-дистрофи-
ческие заболевания позвоночника (остеохондроз 
межпозвонковых дисков, деформирующий спондило-
артроз), травмы шейных позвонков, переломовывихи 
акромиального и грудинного концов ключицы; выви-
хи плеча, травмы мышц и связочно-сумочного аппара-
та плечевого пояса; хронические и профессиональные 
заболевания верхних конечностей. В качестве факто-
ров, способствующих развитию данного синдрома, 
могут выступать некоторые аномалии развития по-
звоночника (расщепление дуг и нарушение тропизма 
суставных поверхностей позвонков, наличие шейных 
рёбер, утолщение первого ребра или ключицы). 
Синдром цервикобрахиалгии также развивается при 
таких воспалительных заболеваниях позвоночника, 
как спондилоартрит, спондилит, спондилодисцит, а 
также при нестабильности позвоночно-двигательных 
сегментов. Провоцировать развитие синдрома могут 
и острые инфекционно-аллергические заболевания, 
общее и местное переохлаждение [13].

В развитии цервикобрахиалгии главную роль 
играют сдавление, натяжение и смещение спинномоз-
говых корешков. Рефлекторно-тоническое мышечное 
напряжение или миофасциальная боль с ограничени-
ем объёмом активных и пассивных движений в конеч-
ности относятся к наиболее частым проявлениям 
шейно-плечевого синдрома [6, 11, 12, 15]. Зачастую 
при развитии заболевания первично боли появляют-
ся в области передне-боковой поверхности шеи и пле-
ча с одной стороны или симметрично. Неприятные 
симптомы нарастают при резких движениях головы и 
шеи, кашле или чихании, натуживании. При остеохон-

дрозе II и III периодов высота межпозвонковых дисков 
уменьшается, следствием чего является повышение 
подвижности позвоночно-двигательных сегментов. В 
III периоде заболевания из-за нарушения целостности 
фиброзного кольца появляются протрузии и грыжи 
межпозвонковых дисков, симптомы усугубляются и 
имеют стойкий характер [8, 16]. При сравнении элек-
тронейромиографических показателей у пациентов 
с шейно-плечевым синдромом отмечено, что имеют 
место однонаправленные изменения показателей 
ЭНМГ, определяется выраженное снижение электро-
нейромиографических параметров со стороны как 
больной, так и здоровой конечности [4, 5].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

За период с 2015 по 2017 гг. в нейрохирургиче-
ском отделении ИНЦХТ прошли обследование и курс 
консервативной терапии 22 пациента с сочетанием 
дегенеративно-дистрофической патологии шейно-
го отдела позвоночника и плечевых суставов. Всем 
пациентам проводилось: клинико-неврологическое 
обследование; лучевые методы исследования (обзор-
ная спондилография шейного отдела позвоночника 
в прямой и боковой проекциях, функциональные 
пробы и пробы с отягощением, МСКТ и МРТ шейно-
го отдела позвоночника, рентгенография крупных 
суставов верхних конечностей в двух проекциях); 
стимуляционная электронейромиография и остео-
денситометрия.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Среди обследованных пациентов было 11 мужчин 
и 11 женщин. Условно все пациенты были разделены 
на две группы: в первую группу вошли 4 (19 %) па-
циента с остеохондрозом II периода, во вторую груп-
пу – 18 (81 %) человек с остеохондрозом III периода. 

При оценке клинико-неврологической симпто-
матики односторонний синдром цервикобрахиал-
гии выявлен у 19 (86 %) больных, с двух сторон – у 
3 пациентов; синдром цервикокраниалгии отмечен 
у 4 заболевших. Корешковый синдром у 3 пациентов 
характеризовался наличием болей и нарушением 
чувствительности в области иннервации заинтересо-
ванного корешка, появлением сегментарной гипер- и 
гипестезии, гипотрофии мышц, ослаблением или 
выпадением рефлексов. Радикулопатия корешков С5 
и С6 встречалась у 3 больных, из них у 2 больных было 
вовлечено два корешка, у 1 пациента – один корешок. 

Степень выраженности болевого синдрома оце-
нивалась по визуально-аналоговой шкале (ВАШ). 
Умеренно выраженный болевой синдром (ВАШ 
3–4 см) выявлен у 9 (40 %) больных, у 13 заболев-
ших отмечен выраженный болевой синдром (ВАШ 
7–9 см). Умеренный мышечно-тонический синдром 
выявлен у 4 пациентов, в то время как выраженный 
миофасцильный синдром – у 11 больных. Нестабиль-
ность позвоночно-двигательного сегмента шейного 
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отдела на одном уровне выявлена у 3 пациентов, и у 
1 больного – на двух уровнях.

По данным лучевых методов исследования 
односторонний деформирующий остеоартроз 
ключично-акромиального сочленения II  степени 
выявлен у 11 пациентов, двухсторонний артроз от-
мечен у 5 больных. Односторонний деформирующий 
остеоартроз плечевого сустава I степени выявлен у 
1 пациента, а остеоартроз II степени – у 10 больных. 
Двухсторонний артроз плечевых суставов II степени 
отмечен у 4 заболевших. Нестабильность связочно-
сумочного аппарата плечевого сустава выявлена у 
4  пациентов. При рентгенографии шейного отдела 
позвоночника костно-хрящевые узлы выявлены у 
4 человек, из них на одном уровне – у 1 больного, на 
двух уровнях – у 2 пациентов, на трёх – у 1 больного.

По данным магнитно-резонансной томографии 
шейного отдела позвоночника протрузии межпоз-
вонковых дисков на нескольких уровнях диагности-
рованы у 3 больных, экструзия диска – у 5 пациентов, 
у 3 из них – на двух уровнях.

Все пациенты были обследованы на ультразву-
ковом остеоденситометре Omnisens  7000. Исследо-
валась скорость прохождения ультразвука вдоль 
кортикального слоя лучевой кости обеих конечно-
стей. Проводилось сравнение полученных данных 
по Т-критерию (значения, нормальные для группы 
здоровых молодых людей) и по Z-критерию (значе-
ния, нормальные для данной возрастной группы). 
Денситометрические показатели верхних конеч-
ностей у больных с синдромом цервикобрахиалгии 
для предплечья на больной стороне незначительно 

отличались от состояния костной ткани здоровой 
конечности и в целом находились в пределах нормы.

Вместе с тем у 3 пациентов наблюдались выра-
женные отличия показателей денситометрии боль-
ной от интактной конечности, свидетельствующие 
о наличии остеопении на стороне поражения. 

По данным стимуляционной электронейромио-
графии, проводимой с помощью нейромиоанализа-
тора «Нейромиан», оценивалось состояние перифе-
рических нервов верхних конечностей у пациентов с 
дегенеративно-дистрофической патологией шейного 
отдела позвоночника и плечевых суставов. Исследо-
вались такие параметры прямого мышечного ответа, 
как порог возбудимости, амплитуда, латентность 
при стимуляции n.  axillaris, n.  radialis, n.  medianus и 
n. ulnaris (табл. 2).

Статистическая обработка с определением не-
параметрических критериев и коэффициентов кор-
реляции осуществлялась в программе SPSS  22.0.0. 
Были использованы непараметрические методы 
корреляционного анализа Спирмена и Пирсона.

При анализе данных, приведённых в таблице, 
очевидно, что при исследовании функции n. axillaris 
амплитуда прямого мышечного ответа ниже нормы 
с обеих сторон, но больше для конечности с болевым 
синдромом, связанным с радикулопатией (0,4–0,7 мВ 
при норме 1,2 мВ). Латентный период М-ответа выше 
нормы для конечности с радикулопатией (3,8 мс при 
норме от 3,0  мс), что свидетельствует о снижении 
проводимости моторных волокон. При исследова-
нии функции n. radialis регистрировалось снижение 
амплитуды М-ответа с обеих сторон (0,6–0,7 мВ при 

Таблица 1 
Показатели денситометрии у больных с шейно-плечевым синдромом.

Table 1
Densitometric values in patients with cervicobrachial syndrome

Показатели денситометрии На лучевой кости стороны поражения На лучевой кости интактной конечности

СЗ 3918 ± 149 м/с 3889 ± 139 м/с

Z-индекс –1,9 ± 0,3 –1,6 ± 0,3

Т-индекс (больная конечность) –1,8 ± 0,2 –1,6 ± 0,3
Примечание. СЗ – скорость звука. 

Таблица 2
ЭНМГ-показатели у больных с шейно-плечевым синдромом

Table 2
Electroneuromyographic values in patients with cervicobrachial syndrome 

Показатели ЭНМГ
Исследуемые нервы

n. axillaris n. radialis n. medianus n. ulnaris

Порог, мА

больная конечность 15,4 ± 0,96 17,3 ± 2,0 13,2 ± 1,05 8,6 ± 1,2

интактная конечность 14,6 ± 1,1 15,0 ± 2,0 12,2 ± 2,0 8,2 ± 2,2

норма 12,0 ± 4,0 16,0 ± 2,4 12,0 ± 2,4 5,5 ± 2,4

Амплитуда, мВ

больная конечность 0,41 ± 0,12 0,60 ± 0,12 1,6 ± 0,48 2,4 ± 0,35

интактная конечность 0,71 ± 0,25 0,73 ± 0,25 2,7 ± 0,6 2,9 ± 0,48

норма 1,2 ± 1,1 2,4 ± 2,1 2,8 ± 1,1 2,8 ± 2,1

Латентность, мс

больная конечность 3,8 ± 0,15 6,1 ± 0,34 8,3 ± 0,39 6,0 ± 0,18

интактная конечность 3,4 ± 0,14 5,8 ± 0,38 8,0 ± 0,37 5,6 ± 0,13

норма 3,0 ± 0,55 6,0 ± 1,0 7,6 ± 1,4 4,8 ± 0,8



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Том 3, № 5

Неврология и нейрохирургия 	 69

норме 2,4 мВ), проводимость моторных волокон со-
ответствовала значениям нормы. При исследовании 
n. medianus выявлено снижение амплитуды М-ответа 
конечности с болевым синдромом (1,6 мВ при норме 
2,8 мВ), латентный период М-ответа повышен с обе-
их сторон (8,0–8,3 мс при норме 7,6 мс). Для n. ulnaris 
регистрировалось повышение порога возбудимости 
моторных волокон (8,2–8,6 мА) и увеличение латент-
ности (5,6–6,0 мс). С помощью коэффициента Спирме-
на и Пирсона нами была обнаружена статистически 
значимая (p < 0,01) положительная корреляционная 
взаимосвязь между повышением порога возбудимо-
сти моторных волокон и увеличением латентности 
на стороне поражения. 

Отмечается, что все выявленные измерения носят 
характер неврального поражения и присутствуют 
также на неповреждённой, «интактной», стороне, и 
термин «интактная конечность» носит достаточно 
условный характер. Можно предположить, что па-
тологический очаг, расположенный асимметрично 
тормозит деятельность периферического и цен-
трального звена двигательного аппарата не только 
на стороне повреждения, но и на противоположной 
стороне. Тем не менее, различия функционального 
состояния периферических нервов верхних конеч-
ностей между пациентами с шейно-плечевым синдро-
мом и здоровыми лицами являются статистически 
значимыми и позволяют расценивать их как признак 
декомпенсированности, препятствующей нормально-
му функционированию.

ВЫВОДЫ

При обследовании пациентов с синдромом «шея 
– верхние конечность» было обнаружено, что со-
стояние костной ткани для конечности с болевым 
синдромом незначительно отличается от состояния 
костной ткани здоровой конечности и в целом на-
ходится в пределах нормы. У 3 пациентов наблюда-
лись существенные отличия больной от интактной 
конечности, указывающие на наличие остеопении 
в лучевых костях на стороне поражения. Подобное 
состояние может быть связано с умеренно выражен-
ным поражением нервных волокон и нарушением 
кровоснабжения костной ткани на данной стадии 
изучаемой патологии. По данным нейромиографиче-
ских исследований отклонения функционального со-
стояния исследованных нервов верхних конечностей 
от условной нормы были не выражены и отмечались 
с обеих сторон. Все выявленные изменения носят 
характер неврального поражения и присутствуют и 
на неповреждённой, «интактной», стороне. Анализи-
руя полученные данные можно предположить, что 
асимметрично расположенный патологический очаг 
тормозит деятельность периферического и централь-
ного звена двигательного аппарата не только на сто-
роне повреждения, но и на противоположной стороне. 
Различия функционального состояния перифериче-
ских нервов верхних конечностей между пациентами 
с шейно-плечевым синдромом и здоровыми лицами 
являются статистически значимыми и позволяют 
расценивать их как признак декомпенсированности, 
препятствующей нормальному функционированию.

Изложенные в статье материалы представля-
ют первичные данные обследования пациентов с 
шейно-плечевым синдромом в отделении нейрохи-
рургии ИНЦХТ, согласно предложенному алгоритму 
исследования. Они являются отправным пунктом 
для увеличения количества обследованных и раз-
работки схем лечения и динамического наблюдения 
за пациентами.
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Эффективность рефлексотерапии при лечении больных глаукомой

1 Иркутская государственная медицинская академия последипломного образования – филиал ФГБОУ ДПО 
«Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России 

(664049, г. Иркутск, Юбилейный, 100, Россия) 
2 Иркутский филиал ФГАУ «МНТК «Микрохирургия глаза» имени акад. С.Н. Фёдорова» Минздрава России 
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В настоящее время достигнуты значительные успехи в хирургическом и консервативном лечении глаукомы. 
Однако у больных с длительным течением заболевания даже на фоне нормализованного внутриглазного 
давления происходит прогрессивное ухудшение зрительных функций с переходом заболевания в более тяжёлую 
стадию. Воздействия, направленные исключительно на понижение внутриглазного давления, не в состоянии 
полностью обеспечить сохранность зрительных функций, а следовательно, и стабилизацию глаукомного 
процесса. В патогенезе глаукомы немалую роль играют дисфункция нервной системы и сосудистые 
нарушения. В связи с этим лечение данного заболевания должно быть комплексным и должно включать 
нейропротекторную терапию, направленную на коррекцию метаболических нарушений, возникающих при 
глаукоме в зрительном нерве, улучшение микроциркуляции и трофики тканей. Общепринятая консервативная 
терапия не обеспечивает адекватного кровоснабжения зрительного нерва и профилактику ухудшения 
зрительных функций более чем у половины больных. Целью настоящего исследования было изучение 
эффективности рефлексотерапии у больных глаукомой после хирургического лечения и нормализации 
внутриглазного давления. В рамках исследования было пролечено 18  больных с диагнозом первичная 
открытоугольная глаукома. Проводилась акупунктура по индивидуальным рефлексотерапевтическим 
методикам. Установлено, что акупунктура даёт статистически значимое улучшение функций зрительной 
системы, улучшение общего состояния, нормализацию артериального давления и психоэмоционального 
состояния больных.
Ключевые слова: офтальмология, глаукома, рефлексотерапия 
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Effect of Acupuncture on the Function of the Visual System in Patients  
of Glaucoma
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At present, significant advances have been made in the surgical and conservative treatment of glaucoma. However, 
in patients with a prolonged course of the disease, even against the background of normalized intraocular pressure, 
progressive deterioration of visual functions occurs with the transition of the disease to a more severe stage. Effects 
directed solely at lowering the intraocular pressure are not able to fully ensure the preservation of visual functions, 
so its normalization cannot ensure the stabilization of the glaucoma process. Dysfunction of the nervous system and 
vascular disorders play a significant role in the pathogenesis of glaucoma. In this regard, the treatment of this disease 
should be comprehensive and include neuroprotective therapy aimed at correction of metabolic disorders that occur 
in glaucoma in the optic nerve head, improvement of local microcirculation and trophism of tissues, normalization 
the rheological properties of the blood. Conventional conservative therapy does not provide adequate blood supply 
to the optic nerve and prevent the deterioration of visual functions in more than half of patients. The purpose of this 
study was to study the effectiveness of reflexotherapy in patients with glaucoma after surgery and normalization of 
intraocular pressure. In the study, 18 patients with a diagnosis of primary open-angle glaucoma were treated. It has 
been established that reflexotherapy improves significantly the functions of the visual system and the general condition, 
normalizes arterial pressure and psycho-emotional state of patients. 
Key words: ophthalmology, glaucoma, reflexology
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Глаукома – многофакторное нейродегенератив-
ное заболевание с хроническим прогрессирующим 
течением [3], характеризующееся повышением вну-
триглазного давления (ВГД), нарушением централь-
ного и периферического зрения, развитием атрофии 
зрительного нерва [6, 7, 12, 14]. Широкая распростра-
нённость глаукомы и высокий риск инвалидизации 
в результате развития необратимой слепоты пред-
ставляют серьёзную медико-социальную проблему. 
Число больных глаукомой в мире неуклонно растёт 
с каждым годом. Так, в 2013 г. это заболевание было 
выявлено у 64,3  млн человек в возрастной группе 
40–80 лет, а к 2020 г. ожидается увеличение заболев-
ших до 76,0 млн. Проблема глаукомы является одной 
из важнейших в современной медицине [1, 4, 8, 11].

У больных с хроническим течением заболевания 
даже при нормализации ВГД происходит прогрессив-
ное ухудшение не только остроты зрения, но и полей 
зрения, а также других зрительных функций. Терапия, 
направленная на снижение ВГД, не может обеспечить 
сохранность зрительных функций, а соответственно, 
и стабилизацию глаукомного процесса. 

В патогенезе данного заболевания большую роль 
играет дисфункция вегетативной нервной системы 
[1]. Большое значение придаётся сосудистым на-
рушениям, ведущим к ишемии диска зрительного 
нерва и сетчатки [5, 13]. Поэтому нейропротекторная 
и сосудистая терапия нейропатии зрительного нерва 
является важной частью лечения больных глаукомой 
[5]. Нейропротекторная терапия направлена на оп-
тимизацию метаболизма, окислительно-восстанови-
тельных процессов, улучшение гемодинамики [9, 10]. 
Выбор эффективной тактики лечения представляет 
собой важную задачу практической офтальмологии.

Общепринятая консервативная терапия не обе-
спечивает адекватного кровоснабжения зрительного 
нерва и профилактику снижения остроты зрения и 
других нарушений более чем у половины больных с 
нормализованным ВГД. 

Методы физиотерапии широко используются 
в офтальмологии, но у пожилых больных имеются 
ограничения в их использовании. В основном приме-
няемые факторы оказывают мощное стимулирующее 
действие, способствуют регенерации тканей в обла-
сти фильтрационной подушки прооперированного 
глаза, могут отрицательно влиять на внутриглазное 
давление. 

Рефлексотерапия является одним из эффектив-
ных методов терапии. Исследованиями многих авто-
ров выяснены различные механизмы лечебного дей-
ствия рефлексотерапии, в том числе в офтальмоло-
гии. В литературе имеются сведения об эффективном 
использовании иглотерапии при неоперированной 
глаукоме, фармакопунктуры биоматериалом – при 
миопии [2]. Известно, что иглотерапия оказывает 
опосредованное действие через нейрогуморальные и 
рефлекторные механизмы, вызывает обменные, тро-
фические и функциональные изменения в организме, 
способствует восстановлению функций различных 
органов и систем. 

В связи с вышеизложенным целью нашего ис-
следования явилось изучение эффективности игло-

терапии на восстановление зрительных функций у 
больных глаукомой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Было пролечено 18 больных в возрасте от 44 до 
72 лет (средний возраст 57,4 ± 0,27 года) с диагнозом 
первичная открытоугольная глаукома (ОУГ) II–III ста-
дии: 13 женщин и 5 мужчин. Больных с ОУГ II стадии 
было 11 человек, с ОУГ III стадии – 7 пациентов. 

У всех больных в анамнезе было проведённое 
хирургическое лечение глаукомы и достижение нор-
мального уровня ВГД. 

Обследование проводилось до и сразу после курса 
лечения. Для оценки состояния функций зрительной 
системы применялись следующие методы исследо-
ваний: визометрия, периметрия по 8  меридианам, 
тонометрия (тонометр Маклакова), исследование 
электрической лабильности и чувствительности. 

Лечение проводилось по индивидуально разра-
ботанным методикам иглорефлексотерапии, состав-
ленным с учётом стадии заболевания, сопутствующей 
соматической патологии, возраста. 

Акупунктура проводилась с целью стабилиза-
ции прогрессирования снижения остроты зрения, 
улучшения нейрорецепторной и нейропроводящей 
систем глаза. 

Составлена и использована следующая основная 
схема лечения и сочетания точек: TR10, MC3, R10, F8, 
RP9, E35, VB33.

Локальные точки: инь-тан (PC3), шан-гэнь (PC4), 
тоу-гуан-мин (PC5), VB1, юй-вэй (PC7), VB14, V2.

С учётом жалоб, сопутствующей соматической 
патологии и общего состояния пациента в лечение 
добавляли точки E36, GI4, VB20, V10, V23, V18, IG3, 
V62, F3, VB37.

Методика воздействия: использовались тормоз-
ной (второй вариант) и гармонизирующий методы 
иглоукалывания. Продолжительность процедуры 
составляла 30 минут.

Курс лечения включал 9–10 процедур. В первой 
половине курса лечение проводилось ежедневно, а 
затем – через день.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Отчётливый клинический эффект по оконча-
нии курса был достигнут у большинства пациентов 
(87  %). Об этом свидетельствовали позитивные 
сдвиги данных офтальмологического обследования. 

Как видно из результатов, представленных в 
таблице 1, комбинированное воздействие даёт ста-
тистически значимое улучшение центрального и пе-
риферического зрения. Так, у пациентов со II стадией 
ОУГ острота зрения увеличилась в 1,5 раза, суммарное 
поле зрения по 8  меридианам расширилось на 40°, 
значительно улучшились электрофизиологические 
показатели – электролабильность и порог электро-
чувствительности. Сходные результаты получены у 
пациентов с глаукомой в III  стадии заболевания. У 
этих больных, хотя и установлена положительная 
динамика со стороны всех показателей, но статисти-
чески значимое улучшение функций зрительного ап-
парата выявлено только для показателей, характери-
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зующих суммарное поле зрения (увеличение на 50°) 
и электролабильность (повышение на 20 %). Важно 
отметить, что при всех этих изменениях показатель 
ВГД остаётся стабильным (в пределах возрастной 
нормы) с тенденцией к снижению. 

Кроме улучшения зрительных функций, все 
пациенты отмечали улучшение общего состояния: 
нормализацию артериального давления, психоэмо-
ционального состояния, улучшение функций желу-
дочно-кишечного тракта, сна, – что является важной 
частью лечения. 

Отдалённые результаты обследований выявили 
стойкость эффекта в течение 3–6 месяцев после про-
ведённого курса, длительность которого зависит от 
стадии заболевания и сопутствующей патологии.

Таким образом, на основании детальной оценки 
результатов проведённых курсов иглотерапии нами 
установлено, что акупунктура является методом вы-
бора при лечении пациентов с глаукомой, особенно 
при наличии сопутствующей патологии. 
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Поражения центральной нервной системы являются часто встречающейся патологией неонатального 
периода, при этом одной из основных причин церебральной дисфункции у новорожденных является 
гипоксия. Целью данного исследования было изучение частоты церебральных нарушений гипоксического 
типа у недоношенных новорожденных с экстремально низкой массой тела и очень низкой массой тела при 
рождении и выявление факторов риска, которые неблагоприятно влияли на исход заболевания. Объектом 
исследования были недоношенные дети, гестационный возраст которых не превышал 31 недели. Основным 
критерием включения в исследование послужило наличие у детей повреждения головного мозга гипоксически-
ишемического и гипоксически-геморрагического характера. С целью выявления перинатальных факторов 
риска выполнялся сбор данных о соматическом здоровье матерей, особенностях течения беременности 
и родов. Также проводился анализ структуры детской патологии и методов интенсивной терапии. Из 
176 обследованных детей церебральные нарушения были верифицированы у 42 (23,5 %). Внутрижелудочковое 
кровоизлияние II–III степени диагностировано у 34 (80,9 %) новорожденных, ишемия тяжёлой степени – у 
8  (19,1  %). С целью определения структуры исхода заболевания все дети были разделены на умерших и 
выживших. Летальный исход наблюдался в 14 (33,3 %) случаях. Установлено, что у матерей умерших детей 
чаще встречалась акушерская и сопутствующая экстрагенитальная патологии. Анализ детской патологии 
показал, что гемодинамически значимый функционирующий артериальный проток и тяжёлая асфиксия в 
родах значительно чаще встречались у умерших детей. При проведении респираторной терапии пациентам 
с летальным исходом требовались более высокие значения процентного содержания кислорода во вдыхаемой 
смеси и пикового давления. Также отмечено, что этим детям чаще приходилось использовать высокие 
дозы кардиотонических препаратов. Таким образом, представленные факторы риска можно считать 
предикторами неблагоприятного исхода у детей с данной патологией.
Ключевые слова: церебральные нарушения, внутрижелудочковые кровоизлияния, гипоксия, недоношенные 
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The Effect of Hypoxic Brain Damage on the Survival of Premature Infants
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The central nervous system injuries are a common neonatal pathology, hypoxia being one of the main causes of cerebral 
dysfunction. The purpose of this study was studying the incidence of hypoxic cerebral disorders in premature infants 
with an extremely low body weight and a very low birth weight and revealing the risk factors that adversely affected 
the disease outcome. The subject of the study was preterm infants whose gestational age did not exceed 31 weeks. The 
main criterion for inclusion into the study was the presence of hypoxic-ischemic and hypoxic-hemorrhagic brain damage. 
To reveal the perinatal risk factors, the somatic health of mothers, and pregnancy and childbirth peculiarities were 
studied. The structure of children’s pathology and intensive care techniques were analyzed. Cerebral disorders were 
verified in 42 out of 176 patients (23.5 %). 2–3rd-degree intraventricular hemorrhage was diagnosed in 34 newborns 
(80.9 %), severe ischemia in 8 children (19.1 %). To determine the structure of the disease outcome, all children were 
divided into deceased and survivors. A fatal outcome was observed in 14 cases (33.3 %). The mothers of deceased 
children were more likely to have obstetric and concomitant extragenital pathologies. Analysis of pediatric pathology 
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showed that the hemodynamically significant functioning arterial duct and severe asphyxia in childbirth were much 
more frequent in deceased children. Intensive therapy of deceased children included «hard» parameters of artificial 
ventilation and high doses of cardiotonic drugs. Thus the presented risk factors can be considered as predictors of an 
unfavorable outcome in children with this pathology.
Key words: cerebral disorders, intraventricular hemorrhage, hypoxia, preterm infants
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ВВЕДЕНИЕ

В структуре детской соматической патологии 
поражения нервной системы составляют около 50 %, 
при этом заболевания центральной нервной системы 
(ЦНС), приводящие к инвалидизации и дезадаптации 
детей, в 70–80 % случаев обусловлены перинаталь-
ными факторами [3, 5]. Неонатальное гипоксическое 
поражение головного мозга остаётся основным факто-
ром высокой смертности и пожизненной заболеваемо-
сти новорожденных детей. В развитых странах частота 
встречаемости данной патологии составляет 1–8 на 
1000 новорожденных, в развивающихся странах – 26 
на 1000 новорожденных [13]. Согласно исследованиям 
зарубежных авторов, примерно 10–20 % пострадавших 
младенцев погибают в постнатальном периоде, а более 
25 % выживших имеют такие неврологические нару-
шения, как эпилепсия, трудности в обучении, детский 
церебральный паралич (ДЦП) [14]. Одно из таких ис-
следований проводилось Национальным институтом 
здоровья и развития ребёнка (National Institute of 
Child Health and Human Development, USA), который 
обследовал более 1000 детей, родившихся с массой 
тела от 401 до 1000 г, и к 22 месяцам жизни результаты 
показали, что 25 % детей имели неврологические на-
рушения, 9 % – нарушения зрения, 11 % – нарушения 
слуха, 17 % – ДЦП. Частота патологии увеличивалась 
по мере снижения массы тела и ассоциировалась с на-
личием внутрижелудочкового кровоизлияния (ВЖК) 
III–IV  степени, перивентрикулярной лейкомаляции 
(ПВЛ), некротизирующего энтероколита, бронхолёгоч-
ной дисплазии и мужским полом [17]. В исследованиях 
P.Y. Ancel частота развития ДЦП у недоношенных детей 
к двум годам составляет 8,2 % [7]. По данным отече-
ственной литературы, среди младенцев, родившихся 
с экстремально низкой массой тела (ЭНМТ), только 
24 % детей развиваются в дальнейшем нормально, 
практически не отступая от возрастных норм [1].

Гипоксические поражения головного мозга у но-
ворожденных подразделяют на гипоксически-ишеми-
ческие и гипоксически-геморрагические. Основным 
патогенетическим механизмом, лежащим в основе 
церебрального повреждения при гипоксически-ише-
мической энцефалопатии (ГИЭ), является дефицит 
кислорода и глюкозы, который приводит к первич-
ному энергетическому дисбалансу и индуцирует 
каскад биохимических реакций, тем самым вызывая 
дисфункцию клеток и, в конечном счёте, их гибель. 
Особую роль в развитии данных нарушений играют 
увеличение внеклеточного глутамата, чрезмерная 
активация глутаматных рецепторов, увеличение ци-
тозольного кальция и образование свободных радика-
лов [16, 20]. Локализация ишемического повреждения 
у доношенных и недоношенных детей различна [12]. 

У недоношенных новорожденных возникновение 
ишемического очага совпадает с временным окном 
высокой восприимчивости предшественников олиго-
дендроцитов к эксайтотоксичности, окислительному 
стрессу и воспалению [8, 11]. Нарушение дифферен-
циации олигодендроцитов предрасполагает мозг к 
дефектному развитию белого вещества [9, 15, 19]. У 
доношенных детей ишемия локализуется в области 
серого вещества, чаще всего в полосатом теле, тала-
мусе и коре. В последние годы отмечается устойчивая 
тенденция к улучшению диагностики ишемических 
поражений головного мозга в связи с постоянным 
совершенствованием методов нейровизуализации и 
повышенной настороженности врачей-неонатологов 
и детских неврологов к данному заболеванию [10]. 

Гипоксически-геморрагические поражения голов-
ного мозга преобладают у недоношенных, особенно 
с малым сроком гестации, находятся в обратно про-
порциональной зависимости от гестационного воз-
раста и занимают одно из ведущих мест в структуре 
перинатальной детской смертности. Частота внутри-
черепных кровоизлияний гипоксического генеза у 
недоношенных детей колеблется от 31 до 55 %, а при 
применении искусственной вентиляции лёгких (ИВЛ) 
достигает 70 %. ВЖК встречается в среднем у 25 % не-
доношенных, более чем у половины они возникают в 
первые сутки жизни. У доношенных новорожденных 
частота развития ВЖК составляет около 0,1  %. Чем 
меньше гестационный возраст новорожденного, тем 
более реальна угроза ВЖК. Особенно часто ВЖК воз-
никает в случае респираторного дистресс-синдрома, ко-
торый требует проведения ИВЛ. К предрасполагающим 
факторам можно отнести разрыв ломких капилляров 
субэпендимального герминального матрикса, который 
служит источником развития глиальных клеток и рас-
сасывается по мере донашивания плода, как правило, 
после 32-й недели гестации. Также возникновению 
ВЖК способствует нарушение ауторегуляции сосудов 
головного мозга и развитие «феномена пассивного дав-
ления». Большое влияние оказывает нарушение тром-
боцитарного и коагуляционного звеньев гемостаза.

Наиболее доступным методом, позволяющим вы-
явить церебральную патологию как ишемического, 
так и геморрагического генеза в периоде новорожден-
ности, является нейросонография (НСГ). Характерным 
повреждением белого вещества при ишемии у недоно-
шенных детей является ПВЛ. Ранние проявления ПВЛ 
при ультразвуковом сканировании характеризуются 
гиперэхогенностью в области перивентрикулярного 
белого вещества боковых желудочков и появляются, 
как правило, после 14-го дня жизни. ВЖК по данным 
НСГ разделяют на четыре степени тяжести: I – кро-
воизлияние ограничено субэпендимальной зоной; 
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II – ВЖК без расширения желудочков головного мозга; 
III – ВЖК с расширением желудочков; IV – ВЖК с рас-
пространением на паренхиму головного мозга. 

Учитывая высокий риск летального исхода и ин-
валидизации новорожденных детей с церебральной 
патологией, возникает большой интерес к изучению 
данной проблемы.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выявить частоту встречаемости гипоксически-
ишемического и гипоксически-геморрагического 
поражений ЦНС у недоношенных новорожденных с 
ЭНМТ и очень низкой массой тела (ОНМТ) при рожде-
нии и оценить роль перинатальных факторов риска 
на исход заболевания.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Проведен ретроспективный анализ 176 историй 
болезни недоношенных новорожденных с ЭНМТ и 
ОНМТ, находившихся на лечении в отделении реани-
мации для новорожденных областного перинаталь-
ного центра г. Иркутска за 2016 год.

Основным критерием включения в исследование 
послужило наличие у детей повреждения головного 
мозга геморрагического (ВЖК) и/или ишемического 
характера (ГИЭ), подтверждённого клиническими, 
лабораторными и инструментальными методами.

Критерии включения:
1. Инфекционные заболевания головного мозга 

и его оболочек.
2. Пороки развития головного мозга.
3. Механическая травма мозга.
Из 176  обследованных детей ишемическое и 

геморрагическое повреждение церебральных струк-
тур было верифицировано у 42  пациентов. ВЖК 
II–III  степени диагностировано у 34  (80,9  %) ново-
рожденных, ГИЭ тяжёлой степени – у 8 (19,1 %) детей. 
Большинство детей было мужского пола: мальчиков – 
27  (64,2  %), девочек – 15  (35,8  %). Распределение 
детей по гестационному возрасту выглядело следу-
ющим образом: 32 (76,1 %) ребёнка родились в срок 
до 28 недель, 10 (23,9 %) – в срок от 29 до 31 недели.

Всем детям проводились общеклинические, 
лабораторные методы исследования, а также уль-
тразвуковое исследование с допплерометрией цере-
бральных сосудов, эхокардиография, компьютерная 
и магнитно-резонансная томография по показаниям.

Оценка неврологического статуса недоношенных 
новорожденных в неонатальном периоде прово-
дилась в соответствии с системой обследования по 
А.Б. Пальчик (1995, 1997) [6]. Оценивались следую-
щие показатели: 1) общая двигательная активность; 
2) мышечный тонус; 3) исследование сухожильных и 
безусловных рефлексов; 4) наличие или отсутствие 
спонтанного открывания глаз; 5) наличие или от-
сутствие спонтанного самостоятельного дыхания, по-
вторных апноэ; 6) наличие судорог; 7) соотношение 
процессов возбуждение – угнетение. Неврологическое 
обследование проводилось в период нахождения ре-
бёнка в отделении реанимации ежедневно в течение 
первой недели жизни, затем два раза в неделю – до 
перевода в отделение патологии новорожденных.

НСГ осуществлялась в первые сутки после рожде-
ния, затем один раз в 72 часа на первой неделе жизни и 
в последующем один раз в неделю до момента выписки 
из стационара. Для оптимального отражения эхографи-
ческой анатомии мозговых структур новорожденных 
детей применялась методика, предложенная сотруд-
никами Научного центра акушерства, гинекологии и 
перинатологии РАМН С.М. Воеводиным и О.Е. Озеровой 
в 1991 г. в модификации И.В. Дворяковского 1994 г. [2]. 
Для верификации геморрагического повреждения го-
ловного мозга использовалась классификация пери- и 
интравентрикулярных кровоизлияний по M.I. Levene 
et al. в модификации К.В. Ватолина [4, 18].

С целью выявления перинатальных факторов 
риска проводился сбор данных о соматическом здо-
ровье матерей, особенностях течения беременности 
и родов, своевременности госпитализации в лечеб-
ное учреждение III  уровня. Кроме того, оценивали 
зависимость неблагоприятного исхода заболевания 
от наличия гемодинамически значимого функциони-
рующего артериального протока (ГЗФАП), тяжёлой 
асфиксии в родах и методов интенсивной терапии.

В родильном зале проводился комплекс меропри-
ятий, включающий в себя профилактику гипотермии 
недоношенного ребёнка, методы респираторной 
стабилизации, терапию сурфактантом. Транспорти-
ровка новорожденных с ОНМТ и ЭНМТ из родильного 
зала в отделение интенсивной терапии проводилась 
в пластиковой плёнке, в транспортном инкубато-
ре под контролем пульсоксиметрии не менее чем 
двумя медицинскими работниками. В отделении 
анестезиологии и реанимации проводился перечень 
медицинских мероприятий по первичной стаби-
лизации состояния недоношенных детей, согласно 
общепринятым клиническим рекомендациям. ИВЛ 
у недоношенных проводилась при сохраняющейся 
на фоне СРАР брадикардии и/или при длительном 
(более пяти минут) отсутствии самостоятельного 
дыхания. Стартовые параметры ИВЛ: PIP – 20–22 см. 
Н2О, РEEP – 5 см. Н2О, частота дыхания – 40–60 вдохов 
в минуту. Основным показателем эффективности ИВЛ 
являлось возрастание ЧСС > 100 уд./мин.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием прикладной программы 
STATISTICA 6.0 for Windows. Анализ статистической 
значимости различий качественных признаков про-
ведён с помощью критерия для малых выборок – 
двустороннего точного критерия Фишера. За уровень 
статистической значимости принят p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Частота церебрального повреждения среди не-
доношенных новорожденных с ЭНМТ и ОНМТ при 
рождении составила 23,5 % (42 ребёнка). С целью 
определения структуры исхода заболевания паци-
енты были разделены на умерших и выживших. 
Летальный исход наблюдался в 14 (33,3 %) случа-
ях. При этом смертность от ВЖК составила 85,7 % 
(12 детей), от ГИЭ – 14,3 % (2 ребёнка). 28 (69,7 %) 
детей после курса интенсивной терапии были пере-
ведены в отделение патологии новорожденных на 
долечивание.
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Акушерский анамнез был отягощён практически 
у всех женщин. Так, у матерей детей с летальным ис-
ходом на 30 % чаще выявлялись нарушения маточ-
но-плацентарного кровотока 2-й и 3-й  степени, на 
25 % чаще наблюдалась хроническая плацентарная 
недостаточность и на 10–15  % чаще имелись пре-
эклампсия тяжёлой степени, хориоамнионит и угроза 
прерывания беременности. У матерей выживших 
детей в структуре акушерской патологии преоблада-
ли нарушения маточно-плацентарного кровотока, и 
чаще, чем в первой группе, был диагностирован несо-
стоятельный рубец на матке. С одинаковой частотой 
у матерей недоношенных детей имела место патоло-
гия плаценты: предлежание и полное приращение, а 
также низкая плацентация (рис. 1).
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Рис. 1.  Структура акушерской патологии: 1 – нарушения 

маточно-плацентарного кровотока 2-й и 3-й 
степени; 2 – преэклампсия тяжёлой степени; 
3 – хроническая плацентарная недостаточность; 
4 – хориоамнионит; 5 – угроза прерывания 
беременности; 6 – несостоятельный рубец на 
матке; 7 – патология плаценты.

Fig.  1.  Structure of obstetrical pathology: 1 – 2nd and 3rd degree 
disorders of uteroplacental blood flow; 2 – severe pre-ec-
lampsia; 3 – chronic placental insufficiency; 4 – chorioam-
nionitis; 5 – threatened miscarriage; 6 – insolvent scar on 
the uterus; 7 – placenta pathology.

Анализ структуры экстрагенитальной патологии 
показал, что ожирение 2–4-й степени было выявлено 
более чем у 40  % матерей всех детей (рис.  2). От-
мечено, что у матерей умерших детей, на 10 % чаще 
диагностировались артериальная гипертензия (АГ) и 
гестационный сахарный диабет (ГСД), а также острые 
респираторные вирусные инфекции (ОРВИ) в 1-м и 
2-м триместре беременности. Хронические инфекции 
мочевыделительной системы (МВС) наблюдались 
с одинаковой частотой (14,2  %). Таким образом, у 
всех женщин, родивших недоношенных детей с ре-
ализованным геморрагическим или ишемическим 
поражением ЦНС, имела место тяжёлая акушерская 
и/или соматическая патология.

При сравнительной оценке неврологического 
статуса у детей наблюдались следующие особенности. 
У умерших детей с тяжёлой формой ГИЭ (2 ребенка) 
и ВЖК III–IV  степени (12  детей) были выявлены 
стойкий судорожный синдром, угнетение уровня 
сознания до комы и дыхательные нарушения, по-
требовавшие проведения ИВЛ. У выживших детей 

при среднетяжёлой форме ГИЭ (6 детей) и наличии 
ВЖК I–II степени (22 ребенка) были диагностированы 
синдром угнетения (гипотония мышц, гиподинамия, 
гипорефлексия, заторможенность, снижение эмоцио-
нального тонуса и реакции на болевые раздражения) 
и вегето-висцеральные расстройства.
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Рис. 2.  Структура материнской сопутствующей патологии.
Fig. 2.  Structure of concomitant maternal pathology.

В ходе проведения НСГ отмечено, что у 10 (83 %) 
умерших детей реализация ВЖК наступала на 1–2-е 
сутки жизни, у 2  (17  %) новорожденных признаки 
кровоизлияния наблюдались сразу после рождения. Во 
второй группе во всех случаях ультразвуковые признаки 
интравентрикулярных кровоизлияний были обнаруже-
ны на 3–4-е сутки жизни. Первые признаки ГИЭ в обеих 
группах визуализировались в течение первой недели 
жизни и проявлялись в виде зон повышенной эхоген-
ности в проекции наружных углов боковых желудочков.

Патология раннего неонатального периода 
исследуемых детей, обусловленная в основном на-
рушением дыхания и развитием гипоксии, а также 
незрелостью органов и систем недоношенных ново-
рожденных, представлена в таблице 1.

Таблица 1
Структура патологии раннего неонатального периода 

у умерших и выживших новорожденных
Table 1

Structure of the pathology of the early neonatal period  
in deceased and surviving newborns

Нозология Умершие 
(n = 14)

Выжившие 
(n = 28) р

РДС 11 (78,6 %) 23 (82,1 %) ≥ 0,05

Пневмония 2 (14,3 %) 4 (14,3 %) ≥ 0,05

ГЗФАП 7 (50 %) 6 (21,4 %) ≤ 0,05

БЛД 2 (14,3 %) 6 (21,4 %) ≥ 0,05

Тяжёлая асфиксия  
в родах 4 (28,6 %) 1 (3,6 %) ≤ 0,05

Частота возникновения респираторного дистресс-
синдрома (РДС) и пневмонии у детей была практи-
чески одинаковой. Бронхолёгочная дисплазия (БЛД) 
чаще диагностировалась у выживших детей. Наруше-
ние гемодинамического статуса, проявляющееся как 
ГЗФАП, наблюдалось у 50 % умерших детей, тогда как 
у выживших детей данное состояние диагностировано 
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лишь в 20 % случаев (p ≤ 0,05). Клинические проявле-
ния ГЗФАП у всех детей с ЭНМТ и ОНМТ потребовали 
проведения искусственной вентиляции лёгких вслед-
ствие снижения системного кровотока и повышения 
кровенаполнения системы лёгочной артерии с разви-
тием венозного полнокровия и нарастанием тяжести 
дыхательных расстройств. Тяжёлая асфиксия в родах 
наблюдалась практически у 30 % умерших детей, тогда 
как у выживших данное состояние имело место лишь 
в 1 (3,6 %) случае (p ≤ 0,05). Таким образом, наличие 
ГЗФАП и тяжёлой асфиксии в родах можно отнести к 
факторам неблагоприятного прогноза для выживае-
мости детей с ЭНМТ и ОНМТ при рождении.

Дополнительно проанализированы параметры и 
длительность респираторной поддержки, инотроп-
ная, вазопрессорная и инфузионная терапии.

Более 95 % всех детей нуждались в проведении 
ИВЛ (табл. 2). Основные различия наблюдались при 
сравнении следующих параметров респираторной 
поддержки: процентное содержание кислорода 
во вдыхаемой смеси (FiO2); пиковое давление или 
давление на вдохе (positive inspiratory pressure, PIP); 
положительное давление в конце выдоха (positive end 
expiratory pressure, PEEP).

Таблица 2
Параметры респираторной поддержки у умерших  

и выживших новорожденных
Table 2

Parameters of respiratory support in deceased and surviving 
newborns

Параметр 
вентиляции

Умершие 
(n = 14)

Выжившие 
(n = 28) р

FiO2, % 76,8 ± 4,9 54,6 ± 6,1 ≤ 
0,05

Частота дыхания 
(f), мин 52,3 ± 7,6 48,7 ± 8,1 ≥ 

0,05

PIP, см H2O 23,8 ± 2,3 18,3 ±  2,9 ≤ 
0,05

PEEP, см H2O 10,1 ± 1,9 5,4 ±  1,6 ≤ 
0,05

Выявлено, что пациентам с летальным исходом, 
потребовалось более высокое FiO2, составившее в 
среднем 76,8  ±  4,9  % в сравнении с 54,6  ±  6,1  % у 
выживших детей (р ≤ 0,05). У умерших детей также 
зарегистрированы более высокие значения PIP 
(23,8 ± 2,3 см H2O в сравнении с 18,3 ± 2,9 см H2O у 
выживших) и PEEP (10,1 ± 1,9 см H2O и 5,4 ± 1,6 см H2O 
соответственно), что обусловливало нестабильность 
системной гемодинамики за счёт уменьшения 
сердечного выброса (р ≤ 0,05).

Вероятно, именно на фоне «агрессивной» респи-
раторной терапии у детей с летальным исходом чаще 
приходилось использовать высокие дозы дофамина 
и адреналина, в том числе при оказании первичной 
реанимационной помощи в родильном зале. Дозы 
дофамина у погибших и выживших детей составили 
10,2 ± 2,8 мкг/кг/мин и 7,1 ± 1,8 мкг/кг/мин соответ-
ственно (р = 0,003). Среди новорожденных с леталь-
ным исходом адреналин применялся в 50 % случаев, 
в то время как у выживших детей необходимость в ис-
пользовании адреналина составила 21,4 % (р ≤ 0,05).

ОБСУЖДЕНИЕ

Частота гипоксических ишемических и гемор-
рагических поражений головного мозга у новорож-
денных с ЭНМТ и ОНМТ при рождении составила 
23,5  %, при этом летальный исход наблюдался у 
33 % недоношенных. В структуре летального исхода 
кровоизлияния встречались в 5 раз чаще ишемии. 

Среди акушерской патологии наибольшее зна-
чение в развитии неблагоприятного исхода у недо-
ношенных детей с церебральным поражением имеют 
нарушения маточно-плацентарного кровотока 2–3-й 
степени.

Тяжёлая асфиксия в родах и ГЗФАП статистически 
значимо часто коррелируют с летальным исходом у 
недоношенных детей.

Необходимость применения «агрессивных» пара-
метров ИВЛ и высоких доз кардиотонических препа-
ратов снижает выживаемость недоношенных детей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время эффективная интенсивная те-
рапия и успешное выхаживание детей с очень низкой 
и экстремально низкой массой тела при рождении 
являются одними из наиболее сложных медицин-
ских задач, решение которых требует адекватного 
лекарственного обеспечения и хорошей технической 
оснащённости лечебно-профилактических учреж-
дений, высокой профессиональной квалификации 
врачебного и среднего медицинского персонала. 
Разработка и внедрение единых подходов к лечению 
и реабилитации недоношенных детей будет способ-
ствовать существенному снижению летальности и 
уменьшению ранней детской инвалидизации.
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Обоснование. В настоящее время факторы, провоцирующие развитие иммунной тромбоцитопении (ИТП) 
у детей, малоизучены. Острая тромбоцитопения всё чаще принимает хроническое течение. Отсутствие 
статистически значимых клинических и лабораторных показателей, позволяющих прогнозировать рецидивы 
и хронизацию заболевания, отражает актуальность данной работы. Целью данного исследования явилось 
изучение основных триггерных факторов, принимающих участие в развитии острых и хронических ИТП, а 
также оценка проведённого лечения. 
Методы. Был проведён ретроспективный анализ 433  карт стационарных больных, выбывших из 
онкологического отделения ГБУЗ ИОДКБ г.  Иркутска. Статистическая обработка полученных данных 
производилась с помощью программы Matlab и статистического пакета «Statistica 6.0». 
Результаты. Основным триггерным фактором в развитии ИТП является ОРВИ. Дети с перенесёнными 
герпес-вирусными инфекциями больше подвержены развитию тромбоцитопении, однако сами вирусы 
не являются причиной манифестации данного заболевания. Более яркая клиника и критичное падение 
тромбоцитов до 0 × 109 чаще заканчиваются полным выздоровлением ребёнка, что, возможно, опосредовано 
применением внутривенного иммуноглобулина для лечения детей в тяжёлом состоянии. Нормализация 
уровня тромбоцитов в первые 10 дней от начала лечения является хорошим прогностическим признаком. 
Клиническая ремиссия при отсутствии нормализации уровня тромбоцитов крови в течение двух недель 
является тревожным знаком. При такой клинико-гематологической картине риск хронизации ИТП 
увеличивается. 
Заключение. Необходимо динамическое наблюдение за детьми, выписанными из стационара после первого 
криза ИТП только с клинической ремиссией, учитывая, что пациенты находятся в группе риска по развитию 
хронической тромбоцитопении. У детей, которые получали иммуноглобулины в стационаре, нормализация 
уровня тромбоцитов происходила быстрее, чем у детей, получавших терапию только гормонами. 
Ключевые слова: иммунная тромбоцитопения, хроническая иммунная тромбоцитопения, острая иммунная 
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Background. Immune thrombocytopenia in children is not a rare disease. Currently, this diagnosis is found in 2 times 
more often than 5-10 years ago. Acute immune thrombocytopenia is increasingly taking on a chronic course. Aims. 
At present, it is impossible to predict the outcome of the disease. But the chronic course of the disease significantly 
reduces the quality of life of children and their parents. The purpose of the study is to determine the likely causes of the 
development and chronicity of the disease. Materials and Methods. A retrospective analysis of 433 case histories of the 
cancer department of the Regional Children’s Hospital in Irkutsk was conducted. Statistical processing of the received 
data was carried out with the help of the Matlab program and statistical package “Statistica 6.0”. Results. The main 
trigger factor is ARVI and vaccination against poliomyelitis. Sensitization to herpes viruses can be a provoking factor 
in the development of the disease when re-encountering the virus. The brighter the clinic, the more children receive 
immunoglobulin treatment and the disease often ends with complete recovery. Children with minimal clinical mani-
festations are treated with hormones and more often the disease passes into a chronic form. Conclusion. If the child is 
discharged from the hospital with only a clinical improvement, then there is a greater likelihood of a chronic process.
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ВВЕДЕНИЕ 

Тромбоциты, или кровяные пластинки, представ-
ляют собой безъядерные элементы крови, главной 
функцией которых является обеспечение полноцен-
ного гемостаза в кровяном русле организма. Одной 
из основных аномалий тромбоцитов является их 
количественная недостаточность. Снижение числа 
тромбоцитов в крови ниже нормального возрастного 
диапазона называют тромбоцитопениями (ИТП) [5, 9]. 
Заболевание считается наиболее распространённой 
иммунной гемопатией с частотой развития около 
16–32 случаев на 1 млн населения в год [6]. Несмотря 
на кажущуюся внешнюю «лёгкость» заболевания, 
оно приводит к существенной психологической и со-
циальной дезадаптации пациента со значительным 
снижением качества его жизни [8]. Кроме этого, при 
ИТП риск угрожающих жизни кровотечений достаточ-
но высок и составляет 5,0 % [1]. Общий риск леталь-
ного исхода относительно популяции, хотя в целом 
и определяется невысоким коэффициентом (1,3), но 
может достигать и 4,2 при длительно наблюдающемся 
уровне тромбоцитов менее 30 × 109/л в течение 2 лет 
после верификации диагноза [11]. До настоящего вре-
мени специалисты отмечают неоднородность патоге-
нетических механизмов, лежащих в основе ИТП. От-
сутствие достоверных клинических и лабораторных 
показателей, позволяющих прогнозировать рецидивы 
и хронизацию заболевания, отражают актуальность 
данной работы. Острая тромбоцитопения в настоящее 
время всё чаще принимает хроническое течение у 
детей [2, 3]. Дети с повторяющимися атаками входят 
в группу риска по развитию массивных кровотечений 
и ишемических повреждений внутренних органов, в 
том числе и головного мозга. Кровоизлияния в го-
ловной мозг у детей в настоящее время не являются 
казуистикой. «Профузные кровотечения» с развитием 
тяжёлой постгеморрагической анемии представляют 
опасность для жизни больного, и с возрастом риски 
развития осложнений только увеличиваются. Важно 
отметить, что до сих пор отдалённые последствия ИТП 
малоизучены, но любое оперативное вмешательство 
у человека, в анамнезе которого имелась тромбоци-
топения, имеет большие риски развития осложнений 
как во время операции, так и в послеоперационном 
периоде [4, 7]. Педиатры должны понимать, что любой 
стресс для ребёнка с хронической формой тромбо-
цитопении может спровоцировать новый криз, а так 
как ребёнок в дошкольном и школьном возрасте под-
вергается постоянным стрессам, связанным с учёбой, 
контактами со сверстниками, переменой места и т.д. 
(не стоит забывать и о стрессах, связанных с физио-
логическим ростом и развитием в период полового 
созревания), то предугадать и, соответственно, пред-
упредить развитие нового криза практически невоз-
можно. В настоящее время нарушения гемостаза при-
обретают особую актуальность в детской практике, 
так как легко усугубляются на фоне физиологической 
нестабильности до конца несформированных систем.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Было проведено ретроспективное исследование. 
Объектами исследования являлись медицинские 

карты стационарного больного (форма 003/у). Был 
проведён анализ 433  карт стационарных больных, 
выбывших из онкологического отделения ГБУЗ 
ИОДКБ г. Иркутска. В исследование были включены 
все истории болезни с диагнозом «иммунная тром-
боцитопения», поступившие в стационар за период 
с 2010 по 2016 гг. На этапе подготовки эти истории 
были разделены на две группы: острые и хрониче-
ские иммунные тромбоцитопении. Статистическая 
обработка полученных данных производилась с 
помощью программы Matlab (MathWorks, USA) и 
статистического пакета «Statistica 6.0» (StatSoft  Inc., 
USA). Проводилось вычисление средних величин и 
ошибки среднего. Данные, подчиняющиеся законам 
нормального распределения, были проанализиро-
ваны на значимость различий с помощью критерия 
Стьюдента при уровне значимости 95 % (р < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Перед началом исследования все дети были 
разделены на две группы: первая группа – острые 
иммунные тромбоцитопении (ОИТП) (357  историй 
болезни; 82 %), вторая группа – хронические иммун-
ные тромбоцитопении (ХИТП) (76 историй болезни; 
18 %). При исследовании географического состава из-
учаемой группы больных нами не было выявлено как 
статистически значимых различий по количественно-
му составу, так и особенностей в течении заболевания 
у детей сельского и городского населения. Средний 
возраст детей в обеих исследуемых группах составил 
7 ± 1,25 года. В группе ОИТП средний возраст соста-
вил 5,21 ± 2,96 года, в группе ХИТП – 9,45 ± 3,45 года. 
Ранжирование по половому признаку показало, что 
значимого гендерного разделения в первой группе 
детей с ОИТП нет: мальчиков – 53 %, девочек – 47 %. 
Во второй исследуемой группе с ХИТП значительно 
преобладает количество мальчиков над девочками – 
75 % и 25 % соответственно. 

При изучении анамнеза morbi были выявлены 
основные триггерные факторы, которые, вероятно, 
послужили причиной развития первой атаки острой 
тромбоцитопении.

Таблица 1
Основные триггерные факторы развития 

тромбоцитопении
Table 1

The main trigger factors of thrombocytopenia

Фактор ОИТП ХИТП

ОРВИ 59 % 54 %

Постпрививочная реакция 36 % 28 %

Другие причины 5 % 18 %

В группу «другие причины» были отнесены 
дети, перенёсшие инфекцию мочевых путей или 
кишечную инфекцию незадолго до первой атаки, а 
также дети, родители которых не заметили каких-
либо изменений со стороны здоровья ребёнка перед 
возникновением криза (менее 3 %). В большинстве 
случаев заболевание начиналось после респиратор-
ной инфекции или прививки, менее чем за две не-
дели перед кризом. Ведущим триггерным фактором 
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для развития данного заболевания в обеих группах 
является ОРВИ, вероятно, как наиболее частое за-
болевание, регистрируемое в изучаемой возрастной 
группе. Тромбоцитопения как постпрививочная ре-
акция отмечалась у детей младшего возраста. Чаще 
такая реакция организма была на вакцину против 
полиомиелита, что объясняется биологической при-
родой данной вакцины.

При поступлении в стационар всем детям брались 
анализы на иммуноглобулины к вирусам герпеса: 
цитомегаловирусу (ЦМВ), вирусу Эпштейна – Барра 
(ВЭБ) и вирусу простого герпеса I, II типов (ВПГ I, II). 
Все данные представлены в таблице 2.

Таблица 2
Иммунологический статус к вирусам герпеса у детей 

с иммунной тромбоцитопенией
Table 2

The immunological status of a herpes virus in children  
with immune thrombocytopenia

Вирусы герпеса Острые ИТП Хронические ИТП

ЦМВ

IgG+, IgM+ 3 % 3 %

IgG+, IgM- 72 % 80 %

IgG–, IgM– 20 % 17 %

ВЭБ

IgG+, IgM+ 0 % 0 %

IgG+, IgM– 44 % 64 %

IgG–, IgM– 56 % 36 %

ВПГ I, II

IgG+, IgM+ 12 % 23 %

IgG+, IgM– 83 % 69 %

IgG–, IgM– 5 % 8 %

Из данной таблицы видно, что преобладающее 
число детей в обеих исследуемых группах в прошлом 
перенесли ЦМВ и ВПГ инфекции. Можно предполо-
жить, что реализации заболевания больше подвер-
жены дети, которые перенесли эти инфекции ранее. 
Вирус Эпштейна – Барра имеет меньшее диагности-
ческое значение для исследуемой патологии.

На наш взгляд, представляет интерес выражен-
ность клинических симптомов при острой и хрониче-
ской ИТП. Для статистической значимости исследова-
ния у группы хронических больных в расчет брались 
только данные первой госпитализации.
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Рис. 1.  Выраженность клинических симптомов.
Fig. 1.  Severity of clinical symptoms.

Половина из всех больных острой формой име-
ли множественные экхимозы по всему телу, но из 
группы детей с хронической формой ИТП подобную 
симптоматику имели лишь четверть детей. Для 
детей, у которых заболевание приняло затяжную 
форму, более характерным было наличие единичных 
экхимозов. Носовые кровотечения наблюдались у 
каждого третьего в обеих группах исследования. 
Клиническая картина была ярче выражена у детей с 
ОИТП. У детей с хронической формой заболевания в 
преобладающем большинстве случаев наблюдались 
лишь единичные экхимозы с локализацией на ниж-
них конечностях. В ОАК при поступлении среднее чис-
ло тромбоцитов у детей с острой формой составило 
12 ± 9,26 × 109 (от 0 × 109 до 57 × 109), в группе детей 
с ХИТП – 50 ± 18,54 × 109 (от 0 × 109 до 80 × 109). Это 
подтверждает утверждение о том, что клинически и 
лабораторно более тяжёлое начало заболевания при-
водит к полному выздоровлению, а стёртое начало 
с минимальной клиникой зачастую заканчивается 
хронизацией данного процесса. 

Согласно федеральным клиническим рекоменда-
циям по диагностике и лечению иммунной тромбо-
цитопенической пурпуры у детей от 2014 г., лечение 
иммунной тромбоцитопении имеет три варианта: 
внутривенное введение иммуноглобулинов (ВВИГ); 
гормональная терапия глюкокортикостероидами 
(ГКС); симптоматическое лечение. 

0% 20% 40% 60% 80%

Гормонотерапия

ВВИГ

Острая ИТП

Хроническая 
ИТП

Рис. 2.  Лечение иммунной тромбоцитопении.
Fig. 2.  Therapy of immune thrombocytopenia.

По современным стандартам лечения вводить 
иммуноглобулин следует только при риске возникно-
вения угрожающего жизни кровотечения. Учитывая, 
что клинические симптомы были более ярко выра-
жены у пациентов с ОИТП, то и ВВИГ они получали 
чаще, чем пациенты из второй группы. Терапия ГКС 
назначалась примерно с одинаковой частотой. Из 
представленной диаграммы видно, что большинство 
детей с острым течением тромбоцитопении получали 
терапию первой линии иммуноглобулином, что, воз-
можно, и привело к полному излечению. 

На фоне проводимой терапии лабораторное по-
вышение тромбоцитов у пациентов с острой формой 
ИТП было в среднем на 10 ± 3,52 день, у пациентов с 
ХИТП – на 22 ± 5,23 день. Среднее количество тромбо-
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цитов после лечения составило 247,21 ± 11,24 × 109 
и 53,18  ±  7,78  ×  109 соответственно. 88  % детей из 
второй группы были выписаны из стационара после 
первого криза с клинической ремиссией и только 
12  % – с клинико-гематологической ремиссией. 
В первой же группе больных ОИТП с клинико-
гематологической ремиссией были выписаны 74 % 
детей и только 26 % – с клинической ремиссией.

ОБСУЖДЕНИЕ

При проведении исследования были определены 
основные триггерные факторы, которые провоци-
руют развитие острой иммунной тромбоцитопении, 
проведена оценка основных клинических проявлений 
и ответа ИТП на полученное лечение. По представ-
ленным выше данным видно, что переходу острой 
иммунной тромбоцитопении в хроническую форму 
больше подвержены мальчики в младшем школьном 
и школьном возрасте. Заболеванию всегда пред-
шествует напряжение иммунитета за 2–3  недели 
до первой атаки, наиболее частыми причинами на-
пряжения являются ОРВИ и введение живых вакцин. 
При анализе иммунологического статуса пациентов 
видно, что реконвалесценты по ЦМВ и ВПГ I и II типов 
должны быть отнесены в группу риска по развитию 
тромбоцитопении. Данные инфекции протекают под 
маской ОРВИ, и вычислить время от момента зараже-
ния до развития тромбоцитопении не представляется 
возможным. Однако из представленных данных 
видно, что вирусы герпеса не являются причиной 
манифестации, количество тромбоцитов падает при 
повторном напряжении иммунитета. Дети с более 
яркой клинической и лабораторной картиной чаще 
получали лечение введением ВВИГ, и, как следствие, 
заболевание чаще заканчивалось полным выздоров-
лением. Дети со стёртой клинической картиной и 
латентной тромбоцитопенией получали как терапию 
первой линии ГКС, и болезнь принимала хроническое 
течение. У группы детей с острой иммунной тромбо-
цитопенией количество тромбоцитов поднималось 
до нормальных цифр в течение первых двух недель, 
у второй группы эффект от лечения был виден лишь 
к концу первого месяца от начала лечения, и количе-
ство тромбоцитов поднималось в среднем до 50 × 109. 
Семеро из десяти детей с ОИТП были выписаны из 
стационара со стойкой клинико-лабораторной ремис-
сией, большинство детей с ХИТП покидали стационар 
только с клиническим улучшением.

В настоящее время существует множество работ, 
посвящённых лечению ИТП, и все они подтверждают 
полученные нами данные о том, что количество тром-
боцитов поднимается до нормальных цифр на 10–14-й 
день при лечении внутривенным иммуноглобулином. 
ВВИГ – препарат нормального полиспецифического 
IgG. Механизм его действия основан на подавлении 
активности антитромбоцитарных антител. Поло-
жительный эффект иммуноглобулинов обусловлен 
блокадой Fc-рецепторов макрофагов, что уменьшает 
опсонизацию тромбоцитов и предотвращает их раз-
рушение в кровеносном русле. Он также модулирует 
иммунный ответ путём усиления функции Т-клеток-
супрессоров [1]. Это объясняет быстрое повышение 

уровня тромбоцитов. Однако иммуноглобулины не 
применяются как основной препарат для лечения, 
это экстренная помощь для предотвращения угро-
жающего жизни кровотечения. На данный момент 
нет конкретных данных об отсроченных результатах 
лечения детей только гормонами или комбинацией 
их с иммуноглобулинами. До настоящего времени 
нет чётких данных, подтверждающих взаимосвязь 
лечения ИТП различными методами и переходом за-
болевания в хроническую форму. Проведённое нами 
исследование показывает, что определённая связь 
существует. Но необходимо изучение не только связи 
лечения и исхода, но и современных методов диа-
гностики и лечения, таких как генотипирование и 
персонализированная терапия, с учётом полученных 
результатов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

До настоящего времени нет данных однозначно 
подтверждающих этиологическую природу разви-
тия иммунной тромбоцитопении у детей, как нет и 
чёткой схемы лечения детей с таким диагнозом. Но 
увеличение случаев данной патологии среди детского 
населения ещё раз подтверждает актуальность иссле-
дования. Перед врачами всегда стоит цель добиться 
излечения или хотя бы стойкой ремиссии заболевания 
у детей, так как переход в хроническую форму в столь 
раннем возрасте значительно снизит качество жизни 
как детям, так и их родителям. Необходимо изучение 
не только связи лечения и исхода, но и современных 
методов диагностики и лечения, таких как генотипи-
рование и персонализированная терапия, с учётом 
полученных результатов. Для растущего организма 
очень важно поддерживать внутреннее постоянство 
в условиях меняющейся физиологии ребёнка. 
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Кошкарёва З.В., Негреева М.Б.

Маркерные показатели дегенеративно-дистрофических процессов 
позвоночника, таза и тазобедренных суставов диспластического генеза

ФГБНУ «Иркутский научный центр хирургии и травматологии»  
(664003, г. Иркутск, ул. Борцов Революции 1, Россия)

Значимость изучаемой проблемы определена высокой частотой встречаемости дисплазии позвоночного 
столба, таза и тазобедренных суставов, синдромом взаимного отягощения, многообразием и полиморфностью 
клинических проявлений, трудностью диагностики и лечения, ростом инвалидности. Целью работы явилось 
выявление наиболее часто встречающихся диагностических, патогнемоничных признаков диспластического 
синдрома. Для этого выполнен многофакторный анализ результатов исследования 39  больных с 
сочетанными дегенеративно-дистрофическими заболеваниями позвоночника, таза и тазобедренных 
суставов диспластического генеза. Больные обследованы по единому алгоритму диагностики, включающему 
клинико-неврологическое исследование; обзорную рентгенографию таза; спондилографию, МСКТ, МРТ 
поясничного и пояснично-крестцового отделов позвоночника; исследование локомоторного акта ходьбы, 
антропометрические измерения; статистические методы. В результате установлены маркерные признаки 
сочетанных дегенеративно-дистрофических заболеваний позвоночника и таза, среди которых: болевой 
синдром – в 100 % случаев; остеохондроз поясничного и пояснично-крестцового отделов позвоночника – у 
94,9  % пациентов; дегенеративно-дистрофические процессы позвоночника III–IV  степени тяжести – у 
74,3 %; двусторонний коксартроз – у 71,8 %; поражения тазобедренных суставов III–IV степени – в 94,9 % 
случаев; комбинированные контрактуры тазобедренных суставов разной степени тяжести – у 100 %. Среди 
других рентгенологических симптомов отмечены опущение одной из половин таза у 94,9 % пациентов (при 
этом количество случаев опущения левой половины таза в два раза превышает количество одноимённых 
случаев справа – соответственно, 64,1 % и 30,8 % больных); увеличение шеечно-диафизарного угла более 
130° – у 74,4 % пациентов; наличие кистозных и склеротических изменений в структуре головок бёдер – у 
76,9 %. Основные функциональные нарушения выражались в асимметрии ходьбы, проявляющейся хромотой 
(87,2 %). Повышенная масса тела и различные степени ожирения определены у 71,8 % больных. Установленные 
диагностические показатели, дополняя новые знания по исследуемой проблеме, позволят уточнить диагностику 
и оптимизировать лечение сочетанных дегенеративно-дистрофических заболеваний диспластического генеза. 
Ключевые слова: дисплазия позвоночника, таза и тазобедренных суставов, дегенеративно-дистрофические 
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Marker Indicators of Degenerative-dystrophic Processes of the Spine, Pelvis 
and Hip Joints of Dysplastic Genesis

Koshkareva Z.V., Negreeva M.B.

Irkutsk Scientific Centre of Surgery and Traumatology  
(ul. Bortsov Revolyutsii 1, Irkutsk 664003, Russian Federation)

Degenerative and dystrophic diseases of the spine, pelvis and hip joints are considered as a single pathogenetically 
conditioned process with an interdependent condition. The significance of the problem is determined by the high inci-
dence of spinal and hip dysplasia, the syndrome of mutual burdening, the diversity and polymorphism of clinical man-
ifestations, the growth of disability, the difficulties of diagnosis and treatment. Questions remain about the root cause 
of the occurrence of combined lesions, their mutual influence. The aim of the work was to identify the most common, 
diagnostic, pathognomonic signs of dysplastic syndrome. The patients were examined according to a single diagnostic 
algorithm, including clinical and neurological examination, plain radiograph of the pelvis; spondylography, MSCT, MRI 
of the lumbar and lumbosacral spine; study of the locomotion act of walking, anthropometric measurements; statisti-
cal methods. We analyzed the results of treatment of 39 patients (26 women and 13 men; mean age – 53 years) with 
dysplastic syndrome including degenerative-dystrophic changes in the spine, pelvis and hip joints. The most common 
diagnostic signs of combined degenerative-dystrophic diseases of the spine and pelvis have been established, among 
which pain syndrome, noted in varying degrees in all patients. The established diagnostic indices, supplementing 
existing knowledge of the problem studied, will allow to specify diagnostics and optimize the treatment of combined 
degenerative-dystrophic diseases of dysplastic genesis.
Key words: dysplasia of the spine, pelvis and hip joints; degenerative-dystrophic diseases, diagnostics, marker 

indicators
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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность настоящего исследования опреде-
ляется: частотой встречаемости дисплазии опорно-
двигательного аппарата, в частности, позвоночного 
столба, таза и тазобедренных суставов (по данным 
ряда авторов, эта цифра колеблется от 21,9 до 95 %) 
[2], тяжестью течения заболевания [14, 19]; много-
образием и полиморфностью клинико-неврологи-
ческих, рентгенологических, функциональных про-
явлений этой инвалидизирующей патологии [1, 12]; 
синдромом взаимного отягощения и трудностями 
диагностики сочетанной диспластической патологии 
позвоночника, таза и нижних конечностей [3, 13]; 
сложностью определения программы и алгоритма 
лечения, преемственностью изучаемой проблемы [4, 
8]. За последние годы травматологи, ортопеды и вер-
тебрологи всё чаще обращаются к изучению данной 
проблемы по вопросам диагностики, оценки функци-
ональных расстройств позвоночника, таза и нижних 
конечностей, изучения локомоторного акта ходьбы, 
определения превалирующей патологии, требующей 
консервативного и хирургического лечения. Остаётся 
до конца не изученным вопросом – что же первично: 
развивающаяся патология позвоночника приводит 
к тяжёлым последствиям в развитии анатомических 
структур тазового пояса и нижних конечностей или, 
наоборот, поражение последних приводит к патоло-
гическому развитию позвоночника? Возможно, эти 
события развиваются одновременно. Безусловно, 
значимость изучения указанной проблемы опреде-
ляется и несовершенством известных в литературе 
экспериментальных моделей формирования и раз-
вития диспластического процесса в анатомических 
структурах позвоночника, таза и тазобедренных 
суставов для раскрытия причин и механизмов па-
тологического развития соединительной, хрящевой 
и костной тканей в онтогенезе [9]. Понимание этих 
процессов позволит клиницистам своевременно на 
ранних стадиях патогенетически обосновать реко-
мендуемое лечение. 

Целью данной работы явилось выявление 
маркерных клинико-рентгенологических и функ-
циональных нарушений при сочетанной патологии 
позвоночника, таза и тазобедренных суставов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Больные обследованы в стационаре по едино-
му алгоритму диагностики, включающему в себя: 
клинико-неврологическое исследование; спондило-
графию поясничного и пояснично-крестцового от-
делов позвоночника в прямой и боковых проекциях; 
функциональную спондилографию поясничного 
и пояснично-крестцового отдела позвоночника; 
обзорную рентгенографию таза с захватом верхней 
трети бёдер; МСКТ позвоночника и области таза с 
захватом тазобедренных суставов; МРТ поясничного 
и пояснично-крестцового отделов позвоночника; 

антропометрические измерения; исследование ло-
комоторного акта ходьбы. 

Для оценки интенсивности боли использовалась 
шкала ВАШ (см). Нестабильность в позвоночно-дви-
гательных сегментах определялась в мм; движения 
в тазобедренных суставах измерялись в градусах. 
Степень хромоты устанавливалась по коэффициен-
ту ритмичности ходьбы (Кр), рассчитываемому по 
формуле: 

з
р

б

ПП
К

ПП
� ,

где ППз – переносный период шага здоровой (менее 
поражённой) конечности; ППб – переносный период 
шага больной (более поражённой) конечности [7]. 

Для оценки антропометрических данных исполь-
зовались индекс массы тела (ИМТ), рассчитываемый 
следующим образом: 

2

вес в кг
ИМТ

рост в м
� .

Классификация ожирения по ИМТ осуществля-
лась по критериям ВОЗ (1997). Для сбора, хранения 
и последующей оценки степени выраженности рент-
генологических признаков дисплазии позвоночника, 
таза и тазобедренных суставов нами разработана 
карта исследования, фрагмент которой представлен 
в таблице 4. 

В основу анализа взяты 39 пациентов (26 жен-
щин и 13  мужчин) с диспластическим синдромом, 
включающим в себя дегенеративно-дистрофические 
изменения позвоночника, таза и тазобедренных 
суставов. Средний возраст заболевших составил 
53 (19; 72) года. Со сроками заболевания от 1 года до 
5 лет – 9 человек, от 5 до 15 лет – 18 пациентов, более 
15 лет – 12 больных. Степень тяжести развития деге-
неративно-дистрофических процессов позвоночника 
определялась по периодам: II период – 10  человек, 
III–IV периоды – 29 пациентов [11]. 

Двусторонний коксартроз выявлен у 28 (71,8 %) 
больных, а у 11 (28,2 %) обследуемых был односто-
ронний процесс; заболевание тазобедренных суста-
вов II степени тяжести определено в 16 случаях, из них 
в 12 – слева; патология суставов III степени тяжести 
выявлена в 17  случаях слева и 11  случаях справа; 
поражение IV степени тяжести отмечено в 9 случаях, 
преимущественно справа (8  случаев). Инвалидами 
были 32 пациента, из них у 19 человек была инвалид-
ность II группы, у 13 больных – III группы. 

При анализе клинического материала установ-
лено, что 8  пациентам в раннем детском возрасте 
производилось открытое вправление врождённого 
вывиха бедра; во взрослом состоянии 3 больным осу-
ществлена туннелизация головок бёдер, 2 пациентам 
– вальгизирующая остеотомия бедра для разгрузки 
рабочих поверхностей головок бёдер. Из 39  обсле-
дуемых 31  (79,2  %) пациент во взрослом возрасте 
неоднократно проходил курсы консервативного вос-



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Том 3, № 5

Травматология 	 89

становительного лечения по поводу клинико-невро-
логических расстройств с патологией позвоночника с 
удовлетворительным эффектом. От всех обследуемых 
было получено добровольно информированное согла-
сие на участие в исследовании. Статистический ана-
лиз проведён с помощью программы Microsoft Office 
Excel 2003, полученные результаты представлены в 
виде медианы, 5-го и 95-го перцентилей. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  
И ОБСУЖДЕНИЕ

При клинико-неврологическом осмотре болевой 
синдром выявлен у всех 100 % больных. Стойкий бо-
левой синдром отмечен у 21 пациента, проходящий 
после отдыха – у 18  больных. Интенсивность боли 
по шкале ВАШ составила от 0 до 5 см – у 13 человек, 
от 5 см и выше – у 26 обследуемых. Неврологические 
расстройства разной степени тяжести в двигатель-
ной и чувствительной сфере выявлены у 27 (69,2 %) 
заболевших. 

Оценка функции тазобедренных суставов при-
ведена в таблице 1.

Анализируя функцию тазобедренных суставов, 
следует отметить, что наиболее часто формируются 
сгибательно-приводящие контрактуры тазобедрен-
ных суставов – разной степени тяжести у 31 (79,2 %) 
больного, у 10 из них отмечены качательные дви-
жения в тазобедренных суставах. У всех заболевших 
выявлены нарушения внутренней и наружной 
ротации. 

Относительное укорочение конечностей выяв-
лено у всех больных, из них у 28 (71,8 %) пациентов 
укорочение составило до 1 см, у 8 (20,5 %) – 2–3 см, 
у 3  (7,7  %) – 4  см и более. У всех больных укоро-

чение конечностей обусловлено сколиотической 
деформацией, комбинированными контрактурами 
в тазобедренных суставах, изменением анатоми-
ческих структур самих тазобедренных суставов и 
асимметрией таза. 

Основные функциональные нарушения выража-
лись в нарушении опороспособности нижних конеч-
ностей при двуопорном стоянии и ходьбе (табл. 2). 
Выявлено снижение статической опороспособности 
правой конечности (p < 0,05). 

Хромота оценивалась по коэффициенту ритмич-
ности ходьбы, среднее значение которого составило 
0,86 (0,46; 0,99), что соответствовало слабой степени 
хромоты, характерной для двустороннего заболева-
ния (табл.  3). Асимметрия ходьбы разной степени 
выявлена у 34  (87,2  %) пациентов, при этом вы-
раженная, сильная и грубая хромота, типичная для 
преимущественно одностороннего процесса, была у 
12 (30,8 %) больных. 

Таблица 3
Распределение пациентов по степени хромоты 

(n = 39)
Table 3

Patient distribution by degree of lameness (n = 39)

Качественная оценка 
степени хромоты Количество пациентов

Отсутствует 5 (12,8 %)

Скрытая 7 (17,9 %)

Слабая 15 (38,7 %)

Выраженная 5 (12,8 %)

Сильная 1 (2,5 %)

Грубая 6 (15,4 %)

Таблица 1
Распределение пациентов по функции тазобедренных суставов (n = 39)

Table 1
Distribution of patients by function of the hip joints (n = 39)

Величина в градусах
Функции тазобедренного сустава

сгибание разгибание внутренняя ротация наружная ротация

0–5° 0 0 0 0

5–10° 3 3 3 3

10–20° 5 5 0 0

20–30° 11 11 11 11

30–50° 10 10 18 18

50–70 4 4 5 5

70–90° 6 6 2 2

Всего больных 39 39 39 39

Таблица 2
Показатели опороспособности нижних конечностей (n = 39)

Table 2
Indicators of support ability of lower extremities (n = 39)

Двуопорное стояние 
(в % от массы тела)

Продолжительность периодов шага (в % от длительности шага)

Опорный период Переносный период

правая левая правая левая правая левая

46,2 (33,78; 56,09) 53,8 (43,91; 66,22) 69 (64,05; 88,25) 71,6 (63,14; 89,66) 31 (11,75; 35,81) 28,4 (10,34; 36,86)
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Данные исследования функции согласуются с 
раннее полученными результатами, подтверждаю-
щими, что болевой синдром является одной из при-
чин снижения опороспособности при поясничном 
остеохондрозе: изменения стояния и ходьбы больных 
проявляются в прямой зависимости от выражен-
ности у них болевого синдрома [10]. Вместе с этим 
локомоторные нарушения обусловлены и другими 
клиническими проявлениями заболевания тазобе-
дренных суставов – относительным укорочением 
конечности и ограничением подвижности в тазобе-
дренных суставов [6, 7]. 

Оценка телосложения пациентов по ИМТ пред-
ставлена на рисунке  1. Повышенная масса тела и 
разная степень ожирения, являющиеся прогностиче-
скими признаками остеоартроза [15, 17], выявленные 
у 71,8 % больных, увеличивают нагрузку на позвоноч-
ник и крупные суставы нижних конечностей, состав-
ляя негативный фон развития заболевания [5, 16, 18].

2,6

25,6

35,9

25,6

7,7 2,6

Дефицит МТ Нормальная МТ Увеличение МТ

Ожирение 1 ст. Ожирение 2 ст. Ожирение 3 ст.

Рис. 1.  Распределение пациентов по ИМТ (n = 39).
Fig. 1.  Distribution of patients according to BMI (n = 39).

Рентгенологические признаки дисплазии пояс-
ничного, пояснично-крестцового отделов позвоноч-
ника, таза и тазобедренных суставов представлены 
в таблице 4. 

Дегенеративно-дистрофические заболевания 
позвоночника, таза и тазобедренных суставов рассма-
триваются как единый патогенетически обусловлен-
ный процесс со взаимозависимым состоянием. При 
анализе рентгенологических признаков диспласти-
ческого синдрома отмечена его полисегментарность. 
Так, у всех пациентов с дегенеративно-дистрофи-
ческими процессами позвоночника диспластиче-
ского генеза в 100  % случаев выявлена патология 
тазобедренных суставов. Единство и взаимосвязь 
сочетанной патологии подтверждается наличием у 
94,9 % обследуемых асимметрии таза и остеохондро-
за поясничного и пояснично-крестцового отделов 
позвоночника. Определены ведущие показатели 
диспластического процесса, среди которых болевой 
синдром (100  %); развитие дегенеративно-дистро-
фических процессов позвоночника III–IV  степени 
тяжести (74,3 %); двусторонний коксартроз (71,8 %) 
с мелкой суставной впадиной (58,9 %) со смещением 
головки бедра кнаружи от центральной линии тазобе-

дренного сустава (66,6 %); поражения тазобедренных 
суставов III–IV степени (94,9 %); комбинированные 
контрактуры тазобедренных суставов разной степени 
тяжести (100 %). Среди других диагностических при-
знаков: опущение одной из половин таза – у 94,9 % 
пациентов (при этом опущение левой половины 
таза в два раза превышает количество одноимённых 
случаев справа – соответственно, у 64,1 % и 30,8 % 
больных); расположение головки бедра кнаружи от 
«линии тазобедренного сустава» – у 66,7 %; увеличе-
ние шеечно-диафизарного угла более 130° – у 74,4 %; 
наличие грубых кистозно-склеротических изменений 
в структуре головок бедренных костей и ацетабу-
лярных областях с изменением формы головок и 
суставных впадин – 76,9 %. Основные функциональ-
ные нарушения выражались в асимметрии ходьбы, 
проявляющейся хромотой (87,2  %); повышенная 
масса тела и разная степень ожирения определена 
у 71,8 % больных. Установленные диагностические 
показатели, дополняя известные знания по иссле-
дуемой проблеме, позволят уточнить диагностику и 
лечение сочетанных дегенеративно-дистрофических 
заболеваний опорно-двигательной системы диспла-
стического генеза. Регламент написания статьи не 
позволяет полнее подойти к анализу результатов, что 
явится предметом следующего исследования. 
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Доказательства влияния пола на фармакокинетику лекарственных препаратов и, соответственно, на 
клинический ответ существенно накапливаются, т.к. растёт количество клинических исследований 
ранней разработки оригинальных лекарственных препаратов, в которые включают субъектов женского 
пола. Также растёт количество исследований биоэквивалентности воспроизведённых лекарственных 
препаратов с участием обоих полов. Особое значение для биодоступности пероральных лекарств имеют 
различия анатомии и физиологии пищеварительной системы. Наряду с этим фактором различия могут 
быть обусловлены формой дозирования воспроизведённого лекарственного препарата, которая может 
отличаться от таковой у референтного (оригинального). В статье представлен обобщённый анализ 
работ, посвящённых особенностям фармакокинетики лекарственных средств у мужчин и женщин, 
который включает данные литературы, опубликованной вплоть до 2017 г. Выделены основные факторы, 
оказывающие влияние на фармакокинетику лекарств (всасывание, распределение, метаболизм, выведение). 
Приведены примеры лекарственных препаратов, для которых выявлены различия фармакокинетики у 
мужчин и женщин. В статье описаны основные международные требования к проведению клинических 
исследований и исследований биоэквивалентности в отношении выбора пола субъектов, подлежащих 
включению в клиническое исследование, и их количества. Высказаны предположения о необходимости 
дополнительного изучения влияния половых различий на результаты биоэквивалентности в рамках 
проведения соответствующих исследований. Предложен алгоритм оценки выявления половых различий 
и их влияния на результаты исследований биоэквивалентности воспроизведённых лекарственных 
препаратов. 

Ключевые слова:  биоэквивалентность, фармакокинетика, половые различия, воспроизведённые лекарственные 
препараты, внутрииндивидуальная вариабельность
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Background. Evidence of the effect of sex on the pharmacokinetics of drugs and, accordingly, on the clinical response 
is significantly accumulated, because of a growing number of clinical studies of the early development of original 
drugs, which include female subjects. The number of bioequivalence studies of replicated drugs involving both sexes is 
also growing. Of particular importance for the bioavailability of oral medications are differences in the anatomy and 
physiology of the digestive system. Along with this factor, the differences may be due to the dosage form of the repro-
duced drug, which may differ from that of the reference (original). The aim of the study was to identify the effect of sex 
differences on the pharmacokinetics of drugs and to propose an algorithm for assessing their detection. Materials and 
methods. The article presents a general analysis of the works devoted to the pharmacokinetics of medicines in men and 
women and includes literature data. Results. The main factors influencing the pharmacokinetics of drugs (absorption, 
distribution, metabolism, excretion) are identified. Examples of medicinal products for which differences in pharma-
cokinetics in men and women are revealed are given. The article describes the main international requirements for 
conducting clinical trials and bioequivalence studies with regard to the choice of gender of subjects and their number 
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to be included in the clinical study. It is suggested that there is a need to further study of the effect of sex differences 
on bioequivalence results in carrying out relevant studies. Conclusion. An algorithm for estimating the detection of sex 
differences and their effect on the results of bioequivalence studies of generic drugs is proposed.
Key words: bioequivalence, pharmacokinetics, sex differences, reproduced drugs, intra-individual variability
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ВВЕДЕНИЕ

К настоящему времени накоплен большой объ-
ём работ, характеризующих наличие выраженных 
различий в действии лекарственных препаратов у 
мужчин и женщин. Как правило, они проявляются в 
отличиях фармакологического ответа (недостаточная 
эффективность или, наоборот, более высокая ток-
сичность). Данные отличия вызваны прежде всего 
разницей в фармакокинетике и фармакодинамике 
лекарственных веществ у мужчин и женщин.

Чтобы установить статистически значимые 
различия фармакокинетики у мужчин и женщин, 
могут потребоваться исследования со значительным 
количеством субъектов, например, в одной работе 
был проведён симуляционный анализ требуемого 
количества субъектов для алпразолама, нифедипина, 
триазолама, мидазолама. Было показано, что требует-
ся более 100 субъектов для алпразолама, нифедипина, 
триазолама и 300 субъектов для мидазолама [14]. Не-
смотря на это, мы придерживаемся позиции и других 
авторов в том, что исследования биоэквивалентности 
могут дать ориентировочную информацию о наличии 
или отсутствии половых различий у мужчин и жен-
щин при пропорциональном соотношении субъектов 
мужского и женского пола в исследованиях и при про-
ведении дополнительного статистического анализа 
результатов исследований.

Учитывая, что в основном исследования биоэкви-
валентности проводятся с перекрёстным дизайном, и 
каждый субъект исследования получает исследуемый 
и референтный препарат (т. е. субъект является по 
сути «контролем» для самого себя), считается, что 
любые различия во всасывании, распределении, мета-
болизме или выведении между субъектами женского 
и мужского пола не будут иметь значения, потому что 
если различия между препаратами имеются, они бу-
дут выявлены вне зависимости от пола субъекта. Этот 
принцип основан на предположении об идентичности 
внутрииндивидуальной вариабельности у мужчин 
и женщин. Соответственно, до последнего времени 
считалось, что достаточно включить в исследование 
субъектов мужского пола и экстраполировать резуль-
таты биоэквивалентности на женщин. Однако стали 
появляться работы, опровергающие данный подход 
и призывающие к более пристальному изучению дан-
ного вопроса в отношении лекарственных средств, 
назначаемых как мужчинам, так и женщинам [2, 13, 
24, 29, 30, 31, 42]. 

Игнорирование различий, обусловленных полом, 
у мужчин и женщин с одной стороны может привести 
к снижению эффективности терапии у одной популя-
ции, а с другой – к повышению риска нежелательных 
реакций. В случае, если предполагается применение 

препарата у мужчин и женщин, в исследование сле-
дует включать достаточное количество и мужчин, и 
женщин для достижения приемлемой мощности ис-
следования [29]. В случае недостаточной мощности 
и незначительного количества субъектов женского 
пола, результаты таких исследований биоэквива-
лентности могут неадекватно отражать экспозицию 
лекарства у женщин [30].

Цель работы: обобщить данные литературы, 
посвящённой особенностям фармакокинетики лекар-
ственных средств у мужчин и женщин, в частности, 
в рамках изучения биоэквивалентности; привести 
примеры лекарственных препаратов, для которых 
выявлены фармакокинетические различия; оценить 
целесообразность необходимости проведения до-
полнительного анализа результатов исследований 
биоэквивалентности по выявлению фармакокине-
тических различий у мужчин и женщин; разработать 
алгоритм оценки выявления половых различий и их 
влияния на результаты исследований биоэквива-
лентности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы следующие методы: ли-
тературный поиск; системный анализ источников 
информации.

Основными объектами нашей работы являются: 
научные публикации, посвящённые различиям фар-
макокинетики лекарственных средств у мужчин и 
женщин; регуляторные документы Администрации 
по пищевым продуктам и лекарственным средствам 
(FDA) Соединённых Штатов Америки, Европейского 
агентства по лекарственным средствам (EMA), Евра-
зийской экономической комиссии (ЕЭК), Российской 
Федерации, посвящённые вопросам исследований 
биоэквивалентности и половых различий фармако-
кинетики лекарственных средств.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В зарубежной литературе встречаются два терми-
на в отношении половой принадлежности – «gender» 
и «sex» [42]. Под термином «gender» понимается соци-
альная концепция отнесения субъектов к мужскому 
или женскому полу. В частности, оно характеризует 
то, как субъект воспринимает сам себя. Под термином 
«sex» понимается биологическая классификация 
отнесения субъектов к мужскому и женскому полу, 
основанная на генетических характеристиках и вто-
ричных половых признаках (репродуктивные органы 
и их функциональные особенности). В русском языке 
существует один термин – «пол», который является 
наиболее правильным и научно обоснованным с пози-
ций клинической фармакологии (например, фармако-
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кинетики, фармакодинамики и фармакокинетики) и 
определяется физиологией и генетикой индивида [2].

Можно выделить следующие основные факторы, 
обуславливающие наличие различий фармакокине-
тики лекарственных средств у мужчин и женщин: 

• обусловленные анатомо-конституциональны-
ми особенностями;

• обусловленные физиологическими особен-
ностями.

Анатомо-конституциональные особенности 
В среднем в популяции рост и вес у мужчин выше, 

чем у женщин (соответственно, 176 см против 163 см, 
73 кг против 60 кг). Также у женщин более выражена 
подкожно-жировая клетчатка (в среднем 18 кг у жен-
щин по сравнению с 14,6 кг у мужчин), в то время как 
у мужчин более выражена мышечная ткань, за счёт 
чего у них выше объём распределения (мышечная 
ткань лучше кровоснабжена, чем жировая) [31]. По 
данным других авторов, выявлены близкие значе-
ния – масса жировой ткани у среднестатистического 
мужчины составляет 13,5 кг против 16,5 кг у женщин. 
Указанные различия могут приводить к тому, что 
при применении лекарственного препарата в оди-
наковых дозах у женщин будет выше концентрация 
лекарственного средства и, соответственно, площадь 
под кривой «концентрация – время» (AUC) [13]. К при-
меру, за счёт большего содержания жировой ткани и 
большей белково-связывающей способности объём 
распределения диазепама у женщин, выше, чем у 
мужчин [35]. Нивелировать различия фармакокине-
тики в некоторых случаях возможно при назначении 
лекарственных препаратов в дозировках с поправкой 
на различия массы тела. Для клиндамицина была по-
казана более высокая концентрация у женщин при на-
значении в одинаковой дозировке. После коррекции 
дозировки на массу тела были показаны эквивалент-
ные концентрации у мужчин и женщин [12]. 

Отличия фармакокинетики лекарственных 
препаратов у мужчин и женщин также могут быть 
вызваны особенностями анатомии желудочно-ки-
шечного тракта, а именно разной длиной кишечника 
и, соответственно, разной площадью всасывающей 
поверхности. 

В работе G. Hounnou et al. сравнивалась анатоми-
ческая длина разных отделов кишечника у мужчин и 
женщин. Было показано, что общая длина кишечника 
была выше у мужчин (в среднем у мужчин 836,7 см 
против 754,2 см у женщин). Средняя длина тонкой 
кишки составила 670,7  см у мужчин в сравнении с 
599,2 см у женщин; длина толстой кишки – соответ-
ственно, 166 см и 155 см [21]. 

Таким образом, за счёт большей всасывающей 
поверхности у мужчин складываются предпосылки 
более быстрого и полного всасывания лекарственных 
средств. 

Физиологические особенности 
Особенности функционирования  
желудочно-кишечного тракта 

Крайне важное значение для фармакокинетики 
лекарственных веществ имеют физиологические 
различия желудочно-кишечного тракта. Среди таких 

различий в литературе описаны разные значения 
внутриполостного давления желудка и кишечника, 
которые характеризуют различную двигательную 
активность желудочно-кишечного тракта [3].

Определённые особенности можно найти и в 
работе мышечных волокон, уже начиная с пищево-
да. Так, известно, что в месте перехода пищевода в 
желудок находится циркулярный мышечный жом 
(нижний пищеводный сфинктер), и женщины отли-
чаются более сильным сокращением этого сфинктера 
[1]. Со стороны желудка у женщин находят обычно 
более низкий уровень секреции соляной кислоты и 
более медленное его опорожнение. Такое же более 
медленное продвижение химуса (подвергшегося 
перевариванию в желудке) и каловых масс сохраня-
ется у женщин и в кишечнике. Кроме того, женщины 
характеризуются относительно слабым сокращением 
анального сфинктера [1].

На всасывание лекарственных препаратов 
оказывает влияние кислотность желудочного сока. 
Показано, что у мужчин кислотность выше (pH 1,92 
против 2,59). В связи с этим у мужчин хуже происхо-
дит абсорбция антидепрессантов, т. к. они являются 
слабыми основаниями [10, 40]. 

Опорожнение желчного пузыря у женщин про-
исходит медленнее, чем у мужчин, а также имеются 
различия в составе желчи (которые могут влиять на 
растворимость лекарств). У мужчин выше содержание 
холиевой кислоты, у женщин – хенодезоксихолиевой 
кислоты [34].

Все вышеприведённые факторы приводят к тому, 
что у женщин замедляется время транзита лекарства 
по желудочно-кишечному тракту (у мужчин время 
короче – 44,8 ч, в сравнении с женщинами – 91,7 ч) 
[42, 44].

Некоторые отличия обнаружены в активности 
ферментных систем печени, поджелудочной железы 
и тонкого кишечника, необходимых для трансформа-
ции лекарственных препаратов. Непредсказуемость 
в работе ферментных систем иногда может привести 
к недостаточному или, наоборот, чрезмерному дей-
ствию лекарств. Существенное влияние могут оказать 
различия пресистемного метаболизма и энтерогепа-
тической рециркуляции у мужчин и женщин [26, 27].

Биодоступность некоторых лекарств может от-
личаться у мужчин и женщин в зависимости от при-
ёма пищи. Так, для циклоспорина показано снижение 
биодоступности у женщин и повышение у мужчин при 
приёме жирной пищи [28].

Показано, что у женщин кровоток в органах пи-
щеварительной системы менее интенсивный, что 
может приводить к снижению скорости и степени 
всасывания лекарств [41].

Таким образом, имеется множество предраспо-
лагающих факторов для различий фармакокинетики 
лекарств у мужчин и женщин.

Примеры половых различий фармакокинетики 
лекарственных средств

Всасывание и биодоступность
Термин «биодоступность» наиболее часто при-

меняется при описании всасывания лекарственных 
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веществ. Этот термин определяет относительное 
количество назначенного препарата в определён-
ной форме дозирования, поступившие в системный 
кровоток в неизменённом виде, и скорость, с которой 
происходит этот процесс. В рамках исследований 
биоэквивалентности биодоступность определяется 
при сравнении площадей AUC исследуемого и рефе-
рентного препаратов.

Термином «всасывание» (абсорбция) обозначает-
ся процесс поступления лекарственного вещества из 
места введения в кровь. Этот процесс определяется 
в основном такими факторами, как путь введения, 
растворимость лекарственного средства в тканях в 
месте его введения и кровоток в этих тканях. В данной 
работе мы говорим о пероральном пути введения, 
поэтому под всасыванием или абсорбцией имеется 
ввиду прохождение лекарственных веществ через 
слизистую желудочно-кишечного тракта.

Для многих лекарственных средств уже описаны 
те или иные отличия биодоступности и всасывания, 
обусловленные половыми различиями.

В частности, в исследовании биоэквивалентности 
амлодипина была показана более высокая макси-
мальная концентрация (Cmax), а также AUC у женщин, 
по сравнению с мужчинами. Точные причины найден-
ных различий обнаружить не удалось, т. к. на выяв-
ленные различия могли оказать влияние множество 
факторов, например, отличия в массе тела у мужчин 
и женщин, разный объем распределения и другие [5].

Анализ 26  исследований биоэквивалентности, 
проведённый FDA, продемонстрировал, что в трети 
исследований у женщин наблюдаются более высокие 
Cmax, и AUC выше больше, чем в половине случаев. Для 
выявления различий использовали разницу между 
отношениями геометрических средних исследуемого 
и референтного препарата у мужчин и женщин; зна-
чимой была принята разница, превышающая 20 %. 
Было выявлено, что значения AUC выше у женщин 
для метсуксимида и спиронолактона, значения Cmax 
– для гидрохлоротиазида. У мужчин были выявле-
ны большие значения AUC для нитроглицерина, и 
большие значения Cmax для алпразолама, циметидина, 
эритромицина, гемфиброзила, метсуксимида, нитро-
глицерина [13].

Для аторвастатина1 показано, что Cmax у женщин 
на 20 % выше, чем у мужчин, а AUC – на 10 % ниже, хотя 
данные различия клинически не значимы, т. к. разни-
цы в показателях липидного обмена не обнаружено.

В исследованиях биоэквивалентности эритро-
мицина показано, что имеются значимые различия 
в отношении геометрических средних исследуемого 
и референтного препаратов у мужчин и женщин по 
параметру Cmax, что говорит о том, что при доказа-
тельстве биоэквивалентности воспроизведённого 
препарата эритромицина в исследовании с участием 
только мужчин у женщин данный препарат может 
быть менее эффективен или неэффективен и, соот-
ветственно, не взаимозаменяем [13, 29]. 

Биодоступность некоторых лекарств у мужчин и 
женщин может значимо различаться в зависимости 
1  Summary of product characteristics atorvastatine. European 

Medicines Agency. 

от состава вспомогательных веществ препарата. 
Полиэтиленгликоль увеличивает биодоступность 
ранитидина у мужчин, в то время как у женщин – 
снижает её [7].

У мужчин и женщин может отличаться экспрес-
сия транспортных белков, что в свою очередь может 
приводить к различиям во всасывании лекарств. Так, 
экспрессия белка P-гликопротеида (PGP) в энтеро-
цитах у мужчин выше, что приводит к выведению 
лекарственного средства из энтероцитов обратно 
в просвет кишечника и, соответственно, к меньшей 
концентрации в системном кровотоке [15]. PGP в 
гепатоцитах способствует выведению лекарств в 
желчь, PGP в клетках почечных канальцев способ-
ствует секреции лекарств в мочу. В свою очередь на 
экспрессию PGP могут оказывать влияние половые 
гормоны [18]. Соответственно этому лекарственные 
средства, являющиеся субстратами PGP, будут иметь 
различия в скорости и степени абсорбции. 

Распределение
Абсорбируясь, большинство лекарственных ве-

ществ попадают в кровь, а затем проникают в органы 
и ткани. Их распределение в органах и тканях проис-
ходит, как правило, неравномерно. Физиологические 
параметры, которые могут влиять на распределение 
лекарств в организме у мужчин и женщин, включают 
водно-электролитный баланс, объём крови, индекс 
массы тела, количества жировой ткани и связываю-
щих белков крови (например, альбуминов) [31]. 

Также важно понимать, что процессы всасывания, 
метаболизма и экскреции происходят одновременно 
[2].

Среднее значение общего содержания жидкости, 
внеклеточной жидкости, внутриклеточной жидкости, 
объёма крови, объёма плазмы, объёма эритроцитов 
больше у мужчин [42]. Объём распределения водорас-
творимых лекарств выше у мужчин, чем у женщин, и 
наоборот – объём распределения жирорастворимых 
лекарств выше у женщин. Соответственно этому из-
меняются значения концентраций лекарств при их 
приёме в одинаковых дозировках у мужчин и женщин, 
т. е. чем больше объем распределения, тем ниже кон-
центрации [6, 42]. 

В настоящее время считается, что масса печени 
у женщин больше, чем у мужчин, что для некоторых 
лекарств характеризуется более высокой скоростью 
элиминации, особенно в случае их небольшого объ-
ёма распределения [25]. Хотя имеются и обратные 
сведения, указывающие на то, что масса ткани печени 
выше у мужчин (1800 г) чем у женщин (1400 г) [31].

Различия в белково-связывающей функции крови 
у мужчин и женщин встречаются очень редко [38]. 
Концентрации альбумина практически не различа-
ются между полами [45]. Эстрогены увеличивают 
содержание связывающих глобулинов. В литера-
туре описаны следующие различия в связывании 
с белками крови у мужчин и женщин: связывание 
тестостерона, диазепама, варфарина больше у жен-
щин; хлордиазепоксида, диазепама, имипрамина – у 
мужчин [42].

Помимо объёма крови и плазмы, на половые раз-
личия в фармакокинетике также оказывает значение 



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Vol. 3, N 5

98	 							                  Pharmacology and pharmacy

распределение крови в органах и тканях. У мужчин 
больше кровенаполнение скелетной мускулатуры, у 
женщин – жировой ткани, что обусловлено различия-
ми в конституции тела и массе мышечной и жировой 
ткани [48]. Эти факторы обуславливают разницу в 
объёме распределения лекарств.

Непостоянный гормональный статус у женщин, 
связанный с менструальным циклом, также влияет 
на всасывание, распределение, метаболизм и выве-
дение лекарств [29, 42]. Так, AUC ранитидина выше в 
фолликулярную фазу цикла, чем в лютеиновую [17]. 

Метаболизм 
Метаболизм – это изменение химической струк-

туры лекарственных средств, происходящее в тканях 
и жидких средах организма. Процессы метаболизма 
большей частью определяют продолжительность 
действия, период выведения и токсичность лекар-
ственного вещества. 

Считается, что чем лекарство менее подвержено 
метаболизму в кишечнике и печени, тем его фармако-
кинетика менее вариабельна, и оно более стабильно 
по фармакологическому действию [42]. 

Метаболизм лекарств зависит от общей скорости 
реакций биотрансформации (реакции I и II  фазы), 
которая выше у мужчин чем у женщин. 

Согласно ряду авторов, данные отличия могут быть 
обусловлены различием метаболизма в жировой (пре-
обладает у женщин) и мышечной ткани (преобладает у 
мужчин), а также более низким печёночным клиренсом 
лекарств у женщин, в том числе за счёт сниженных 
сердечного выброса и печёночного кровотока [42]. 

Наличие различий метаболизма у мужчин и 
женщин выявлено для никотина, хлордиазепоксида, 
флуразепама, аспирина и гепарина [42].

К настоящему времени известны следующие 
различия в активности ферментов метаболиз-
ма I и II  фазы: у женщин более высока актив-
ность CYP2D6, CYP3A, у мужчин – CYP1A2, CYP2E1, 
cульфотрансферазы, метилтрансферазы [43]. 

В работе Z. Bebia et al. показано, что активность 
изоферментов CYP2C19, 2D6, 3A4 была эквивалентна 
у мужчин и женщин и что активность CYP1A2, 2E1 
была выше у мужчин [8].

Изучено влияние пола на метаболизм 14 лекар-
ственных средств, являющихся субстратом CYP3A, 
и показано, что у женщин метаболизм был немного 
быстрее, что не имело клинической значимости [20]. 

В других работах также была выявлена более вы-
сокая активность CYP3A4 у женщин [39].

Таким образом, разная активность изоферментов 
цитохрома Р-450 у мужчин и женщин может приво-
дить к различиям фармакокинетики лекарств, явля-
ющихся субстратами этих изоферментов. 

В работе B. Meibohm et al. в качестве примера при-
водятся различия в метаболизме у мужчин и женщин 
при приёме верапамила. Показано, что у женщин AUC 
верапамила был больше, чем у мужчин [32].

У женщин в исследованиях мидазолама была 
выявлена более высокая скорость клиренса, чем у 
мужчин; наряду с этим у мужчин была выше AUC, что 
было связано с более высокой активностью CYP3A в 
печени у женщин [23].

То, что у женщин репродуктивного возраста ак-
тивность CYP3A в печени выше, также находит под-
тверждение в работе M. Chetty et al. [14].

Оксазепам метаболизируется изоферментом 
UGT2B5, активность которого у женщин ниже, что 
приводит к более длительному периоду полувыве-
дения в сравнении с мужчинами [22]. 

Выведение
Метаболизм и выведение – это два основных 

механизма инактивации лекарственных средств. Без 
них лекарства длительное время циркулировали бы в 
организме человека, взаимодействуя с рецепторами 
и тем самым воздействуя на различные физиологи-
ческие или патологические процессы.

Основной орган выведения лекарств у челове-
ка – это почки. В зависимости от пола наблюдаются 
отличия в функции почек: клубочковой фильтрации, 
канальцевой секреции и реабсорбции. Почечный 
клиренс, как и печёночный, выше у мужчин [9, 19]. 

У мужчин и женщин наблюдаются отличия в 
клиренсе лекарств, обусловленные разницей в крово-
обращении почек, а также в фильтрационной и секре-
торной функции почек. Например, многими исследова-
телями была обнаружена более высокая токсичность и 
частота развития нежелательных явлений при приёме 
дигоксина у женщин, в сравнении с мужчинами [4, 36], 
что было связано с более низким клиренсом дигоксина 
[45]. Также более низкий клиренс у женщин показан 
для метотрексата, габапентина, прегабалина, перам-
панела2, торасемида, фентанила [2, 29, 47].

Изменения гормонального фона у женщин, свя-
занные с менструальным циклом, также влияют на 
клиренс каффеина, теофиллина, увеличивая клиренс 
в фолликулярную фазу [11].

Для золпидема было выявлено, что у женщин 
снижен клиренс, в сравнении с мужчинами, и, соот-
ветственно, наблюдаются более высокие концен-
трации препарата, что вызывает большую частоту 
нежелательных явлений [46].

За счёт высокой экспрессии и активности печё-
ночной PGP у мужчин наблюдается ускорение экс-
креции лекарственных средств – субстратов данного 
транспортёра (например, дигоксина) [18].

Лекарственные средства циклоспорин, эритро-
мицин, нимодипин, кортизол являются субстратами 
CYP3A4 и за счёт высокой активности этого изофер-
мента демонстрируют быстрый клиренс у женщин, в 
сравнении с мужчинами [42].

Риски и нежелательные явления,  
связанные с половыми различиями

Вышеприведённые половые различия могут 
вносить вклад в вариабельность фармакокинетики и 
оказывать влияние на частоту нежелательных реак-
ций, исходы терапии и риски развития осложнений. 

По данным ряда авторов, наблюдается опре-
делённая связь между высокой частотой развития 
нежелательных реакций и женским полом [33]. 
Также наблюдалась разница в частоте сообщений 
о нежелательных явлениях: у женщин – 56  %, у 
мужчин – 44 %.
2  Summary of product characteristics Fycompa. European Medi-

cines Agency.
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Более высокий риск развития острого инфаркта 
миокарда был выявлен у женщин с сахарным диа-
бетом при терапии пиоглитазоном, в сравнении мет-
формином, у мужчин подобной тенденции выявлено 
не было [24]. 

В ряде работ принадлежность к женскому полу 
приравнивается к фактору риска развития нежела-
тельных реакций [31, 42].

Причинами высокой частоты нежелательных 
реакций могут быть фармакокинетические и фарма-
кодинамические особенности у мужчин и женщин, 
а также полипрагмазия, чаще наблюдаемая у паци-
ентов женского пола [49]. Указано, что женщины 
в среднем принимают 1,9  препаратов, тогда как 
мужчины – 1,3.

Описаны случаи влияния женских половых гор-
монов могут на пути метаболизма лекарств, что мо-
жет приводить к изменениям концентрации лекарств 

и развитию нежелательных реакций. Например, ле-
карственные препараты, удлиняющие интервал QT, 
чаще вызывают осложнения у женщин [37]. Кроме 
того, у женщин в норме интервал QT длиннее, чем у 
мужчин [2].

R.S.  Evans et  al. показали 10-летнюю частоту 
нежелательных явлений в Соединённых Штатах 
Америки (США): чаще нежелательные явления раз-
вивались у пациентов женского пола [16]. У женщин 
наблюдалась более высокая частота развития не-
желательных явлений практически во всех группах 
лекарств, за исключением противовоспалительных 
средств.

Таблица 1
Различия фармакокинетики, более выраженные  

у женщин
Table 1

Differences in pharmacokinetics more expressed in women

Лекарственное 
средство Параметр ФК

Амлодипин Концентрация в крови

Аспирин Клиренс, период полувыведения короче

Аторвастатин Концентрация в крови

Варфарин Связь с белками крови 

Верапамил, БМКК Биодоступность и системная экспозиция

Гидрохлоротазид Концентрация в крови

Диазепам Объем распределения

Золпидем Концентрация в крови

Имипрамин Связь с белками плазмы крови

Каффеин Увеличен клиренс (фолликулярная 
фаза цикла)

Клозапин Концентрация в крови

Клиндамицин Концентрация в крови

Метилпреднизолон Клиренс, период полувыведения короче

Мидазолам Клиренс, период полувыведения короче

Мизоластин Скорость всасывания

Оланзапин Концентрация в крови

Оксазепам Период полувыведения длиннее

Ондансетрон Биодоступность

Рифампицин Степень всасывания

Рокуроний Объем распределения

Салицилаты Скорость всасывания

СИОЗС Концентрация в крови

Спиронолактон Биодоступность и системная экспозиция

Теофиллин Увеличен клиренс (фолликулярная фазу 
цикла)

Тестостерон Связь с белками крови 
Примечание.  М – мужчины; Ж – женщины; ФК – 
фармакокинетика; CИОЗС – селективные ингибиторы 
обратного захвата серотонина.

Таблица 2
Различия фармакокинетики, более выраженные  

у мужчин
Table 2

Differences in pharmacokinetics more expressed in men

Лекарственное 
средство Параметр ФК

Алпразолам Концентрация в крови

Атенолол Низкий объём распределения

Аторвастатин Биодоступность и системная экспозиция

Габапентин Клиренс, период полувыведения короче

Гемцитабин Клиренс, период полувыведения короче

Гепарин Клиренс, период полувыведения короче

Диазепам Связь с белками плазмы крови

Дигоксин Клиренс, период полувыведения короче

Золпидем Клиренс, период полувыведения короче

Имипрамин Связь с белками плазмы крови

Мидазолам Биодоступность и системная экспозиция

Метопролол Клиренс, период полувыведения короче; 
объём распределения

Метотрексат Клиренс, период полувыведения короче

Нитрогицерин Концентрация в крови, биодоступность и 
системная экспозиция

Офлоксацин Клиренс, период полувыведения короче

Перампанел Клиренс, период полувыведения короче

Прегабалин Клиренс, период полувыведения короче

Преднизолон Объём распределения

Пропранолол Клиренс, период полувыведения короче

Ранитидин Биодоступность (при наличии в составе 
полиэтиленгликоля)

Торасемид Клиренс, период полувыведения короче

Цефотаксим Клиренс, период полувыведения короче

Циметидин Концентрация в крови

Ципрофлоксацин Клиренс, период полувыведения короче

Фентанил Клиренс, период полувыведения короче

Фторхинолоны Объём распределения

Хлордиазепоксид Связь с белками крови

Эритромицин Концентрация в крови

Этанол Объём распределения

Примечание.  М – мужчины; Ж – женщины; ФК – 
фармакокинетика.
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В США за период с 1996 по 2000 гг. 8 из 10 лекар-
ственных препаратов были отозваны с рынка3 по 
причине более высокой частоты развития нежела-
тельных реакций у женщин [29].

В таблицах 1 и 2 приведены примеры выявлен-
ных фармакокинетических различий у мужчин и 
женщин, найденные в проанализированных научных 
публикациях.

Регуляторные документы
С учётом выявленных половых различий фар-

макокинетики у мужчин и женщин, которые могут 
приводить к различному профилю безопасности 
и эффективности лекарственных средств, следует 
обратиться к официальным документам и методи-
ческим рекомендациям, регулирующим проведение 
клинических исследований и исследований биоэк-
вивалентности. 

Ещё в 1993 г. FDA опубликовало руководство по 
изучению и оценке половых различий в клинической 
оценке лекарственных средств (Guideline for Study and 
Evaluation of Gender Differences in the Clinical Evaluation 
of Drugs)4 относительно необходимости включения 
субъектов в исследование пропорционально по полу 
в случае применения препарата у пациентов обоего 
пола. 

В настоящее время руководство FDA по иссле-
дованиям биоэквивалентности5 рекомендует, что в 
случае, если препарат предназначен для применения 
у пациентов обоего пола, в исследование следует 
включать одинаковое количество мужчин и женщин. 
Такие же требования содержат проекты обновлён-
ных руководств для новых6 и воспроизведённых7 
лекарственных препаратов. 

Руководство EMA8 менее категорично в этом во-
просе и предлагает просто включать субъектов вне 
зависимости от пола в случае перекрёстного дизайна 
исследования. В случае параллельного дизайна не-
обходимо, чтобы группы были сопоставимы по всем 
переменным, которые могут оказать влияние на 
фармакокинетику, в том числе и по полу субъектов 
исследования. Руководство ВОЗ9 придерживается 
более строгой позиции FDA.

Однако несмотря на рекомендации, согласно за-
рубежным авторам, большинство исследований био-
эквивалентности проводят у здоровых добровольцев 
мужского пола [13, 24, 29]. 

3  US Government Accountability Office (GAO), 2010. Washington, 
DC, 20548. Drug safety: most drugs withdrawn in recent years had 
greater health risks for women.

4  Food and Drug Administration. Study and Evaluation of Gender 
Differences in the Clinical Evaluation of Drugs, 1993.

5  Food and Drug Administration. Guidance for Industry Bioavail-
ability and Bioequivalence Studies for Orally Administered Drug 
Products – General Guidance for Industry Bioavailability and 
Bioequivalence, 2000.

6  Food and Drug Administration. Guidance for Industry Bioavailability 
and Bioequivalence Studies Submitted in NDAs or INDs – General 
Considerations. Draft Guidance, 2014.

7  Food and Drug Administration. Guidance for Industry Bioequiva-
lence Studies with Pharmacokinetic Endpoints for Drugs Submitted 
Under an ANDA. Draft Guidance, 2013.

8  European Medicines Agency. Investigation of bioequivalence 
Guidance, 2010.

9  World Health Organization. WHO Expert Committee on Specifica-
tions for Pharmaceutical Preparations. Forty-Ninth Report, 2015.

В Российской Федерации имеются методические 
рекомендации по изучению биоэквивалентности 
воспроизведённых лекарственных средств10 и Наци-
ональный стандарт «Исследования биоэквивалентно-
сти лекарственных препаратов» (ГОСТ 57679-2017)11. 
В них говорится, что для исследований с перекрёст-
ным дизайном пол субъектов не имеет значения в 
случае отсутствия каких-либо рисков, связанных с 
полом. Для исследований с параллельным дизайном 
требуется, чтобы группы сравнения были сопоста-
вимы по полу. 

В правилах проведения исследований биоэкви-
валентности лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза12 приведены 
такие же требования.

В работе M. Ibarra et al. [24], а также M.L. Chen et al. 
[13] показано, что в исследованиях биоэквивалентно-
сти с участием субъектов обоего пола можно выявить 
различия у мужчин и женщин по параметрам Cmax и 
AUC. Поэтому существующие в Европейском Союзе, 
Российской Федерации и Евразийском экономиче-
ском союзе рекомендации в отношении исследований 
биоэквивалентности целесообразно пересмотреть, 
рекомендовать включение в исследования биоэкви-
валентности лекарственных препаратов, применя-
ющихся и у мужчин, и у женщин, пропорциональные 
количества субъектов обоего пола и проводить оцен-
ку влияния пола на фармакокинетику лекарственных 
средств и результаты исследования.

Оценка влияния половых факторов  
на результаты исследований биоэквивалентности, 

предпосылки и алгоритм оценки
В работе M.L. Chen et al. провели анализ 26 ис-

следований биоэквивалентности на предмет ре-
троспективного выявления внутрииндивидуальной 
вариабельности раздельно у мужчин и женщин. 
Было выявлено, что внутрисубъектная вариа-
бельность в 10  % случаев у женщин значительно 
выше, чем у мужчин. Для выявления межполовых 
различий, обусловленных формой дозирования 
(sex-by-formulation interactions), авторы сравнили 
отношения геометрических средних исследуемого 
и референтного препарата (T/R), рассчитанные 
для каждого пола. Частота выявления различий 
составила 13 % для AUC и 35 % для Cmax. Проведён 
анализ для выявления фармакокинетических разли-
чий между полами путём сравнения популяционных 
средних референтного препарата, рассчитанных для 
каждого пола. Была показана 39%-я частота случаев 
наличия более чем 20 % различий AUC и Cmax (18 и 
19 случаев соответственно) [13].

В работе M. Ibarra et al. был проведён аналогичный 
ретроспективный анализ 11 исследований биоэкви-
валентности. В 3 исследованиях CVintra у мужчин была 
выше, чем у женщин (AUC – лопинавир, ритонавир; 
Cmax – циклоспорин (с пищей)), в 6 исследованиях CVintra 

10  Руководство по экспертизе лекарственных средств. Том  I. 
М.: Гриф и К, 2014. 328 c.

11  Национальный стандарт «Исследования биоэквивалентности 
лекарственных препаратов» ГОСТ 57679-2017.

12  Правила проведения исследований биоэквивалентности 
лекарственных средств Евразийского экономического 
союза, 2017.
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была выше у женщин (AUC – эфавиренц, невирапин, 
кетопрофен; Cmax – циклоспорин (натощак), невира-
пин, кетопрофен). Анализ различий, обусловленных 
формой дозирования, показал, что частота выяв-
ления различий составила 9 % для AUC и 27 % для 
Cmax. Анализ фармакокинетических различий между 
полами путём сравнения популяционных средних 
референтного препарата, рассчитанных для каждого 
пола, не проводился [24]. Вероятно, это было обуслов-
лено отсутствием необходимости такового анализа 
с учётом уже имеющихся данных для референтных 
препаратов. Как правило, референтные препараты 
являются оригинальными и в своей документации 
уже содержат сведения по оценке фармакокинети-
ческих половых различий. 

Поэтому, как было предложено авторами этих 
исследований, является целесообразным выявле-
ние возможных отличий среди воспроизведённых 
препаратов, т. к. в силу различных причин (разная 
внутрииндивидуальная вариабельность Cmax и AUC; 
влияние особенностей формы дозирования) они 
могут демонстрировать различную степень экви-
валентности с референтным препаратом у мужчин 
и женщин. 

Таким образом, результаты исследований биоэк-
вивалентности воспроизведённых препаратов можно 
использовать для выявления и оценки возможных 
половых различий фармакокинетических параме-
тров AUC и Сmax. Могут быть определены остаточная 
вариабельность (внутрииндивидуальная вариабель-
ность) отдельно для мужчин и женщин, различия в 
зависимости от формы дозирования, а также, при 

отсутствии необходимой информации в инструкциях 
референтных препаратов, популяционные половые 
различия.

Алгоритм анализа различий, обусловленных 
влиянием пола и формы дозирования (sex-by-

formulation interactions) (рис. 1)
1. Полученные результаты параметров Cmax и AUC 

для каждого субъекта всей популяции исследования 
разделить на значения, полученные у мужчин и у 
женщин, и распределить их по группам исследуемого 
и референтного препаратов.

2. Рассчитать геометрические средние параме-
тров Сmax и AUC у мужчин и женщин для исследуемого 
и референтного препаратов. 

3. Рассчитать отношение геометрических сред-
них исследуемого и референтного препаратов (T/R) 
у мужчин и у женщин для каждого из фармакокине-
тических (ФК) параметров. 

4. Рассчитать разницу между отношением гео-
метрических средних исследуемого и референтного 
препаратов (T/R) у мужчин и у женщин для Сmax и 
AUC. В случае если разница будет больше и равна 0,2 
(20 %), можно предположить наличие межполовых 
различий, обусловленных формой дозирования, что 
говорит о том, что референтный и воспроизведён-
ный препараты могут быть невзаимозаменяемы во 
всей популяции пациентов, включающей субъектов 
обоего пола. 

Алгоритм оценки остаточной вариабельности 
для каждого пола (рис. 2, 3)

1. Исходные значения оценки Cmax и AUC у мужчин 
и женщин для исследуемого и референтного пре-
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Рис. 1.  Схема математической оценки параметров C
max

 и AUC для каждого пола: C
max

 – максимальная концентрация в 
крови; AUC – площадь под кривой «концентрация – время»; М – мужчины; Ж – женщины; Mean – среднее; GMean – 
геометрическое среднее; ФК – фармакокинетика; Test – исследуемый препарат; Reference – референтный препарат.

Fig. 1.  The scheme of mathematical estimation of parameters C
max

 and AUC for each gender: C
max

 – maximum concentration in blood; 
AUC – the area under the “concentration – time” curve; М – men; Ж – females; Mean – mean value; GMean – geometric mean; 
ФК – pharmacokinetics; Test – study medication; Reference – reference medication.
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Рис. 2.  Схема оценки остаточной вариабельности параметра C
max

 для мужчин и женщин: Test – исследуемый препарат; 
Reference – референтный препарат; C

max
 – максимальная концентрация в крови; М – мужчины; Ж – женщины; 

ln – логарифмирование исходных данных для дальнейшего дисперсионного анализа; ANOVA – дисперсионный 
анализ; MSE – остаточная вариация (среднеквадратичная ошибка); CV

intra
 – коэффициент внутрииндивидуальной 

вариабельности.
Fig. 2.  The scheme for estimating the residual variability of the C

max
 parameter for men and women: Test – study medication; Reference – ref-

erence medication; C
max

 – maximum concentration in blood; М – men; Ж – females; ln – logarithmic input of data for further analysis of 
variance; ANOVA – dispersion analysis; MSE – residual variation (mean square root error); CV

intra
 – intrasubject coefficient of variation.
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Рис. 3.  Схема оценки остаточной вариабельности параметра AUC для мужчин и женщин: Test – исследуемый препарат; 
Reference – референтный препарат; AUC – площадь под кривой «концентрация-время»; М – мужчины; Ж – женщины; 
ln – логарифмирование исходных данных для дальнейшего дисперсионного анализа; ANOVA – дисперсионный 
анализ; MSE – остаточная вариация (среднеквадратичная ошибка); CV

intra
 – коэффициент внутрииндивидуальной 

вариабельности.
Fig. 3.  The scheme of estimation of residual variability of AUC parameter for men and women: Test – study medication; Reference – ref-

erence medication; AUC – the area under the “concentration – time” curve; М – men; Ж – females; logarithmic input of data for 
further analysis of variance; ANOVA – dispersion analysis; MSE – residual variation (mean square root error); CV

intra
 – intrasubject 

coefficient of variation.
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паратов, полученные ранее (см. «Алгоритм анализа 
популяционных половых различий и различий, обу-
словленных влиянием пола и формы дозирования»), 
трансформировать с помощью функции логарифми-
рования.

2. Логарифмированные значения проанализи-
ровать с помощью дисперсионного анализа (Analysis 
of Variance (ANOVA)). В анализ включить в качестве 
фиксированных факторов, вносящих вклад в вариа-
цию данных, последовательность, субъект (в после-
довательности), период, препарат.

3. Полученные значения остаточной вариации 
MSE (среднеквадратичная ошибка) перевести в ко-
эффициент внутрииндивидуальной вариабельности 
по формуле:

� �1 100int raCV expMSE� � � .

4. Сравнить полученные значения внутриинди-
видуальной вариабельности между полами с помо-
щью F-теста (при уровне значимости 0,05). 

Расчёт симуляционных 90%-х доверительных 
интервалов у мужчин и женщин

1. Для логарифмированных значений Сmax и AUC 
рассчитать GMean для исследуемого и референтного 
препаратов у мужчин и женщин.

2. Для каждого из ФК параметров (Сmax и AUC) рас-
считать симуляционные доверительные интервалы 
согласно следующим уравнениям:

1 2
ln ln dfL exp GMeanT GMeanR t MSE

n

��� �� �
� � � � �� �� �� �� �� �� �

1 2
ln ln dfU exp GMeanT GMeanR t MSE

n

��� �� �
� � � � �� �� �� �� �� �� �

,

где: L и U – нижняя и верхняя границы доверительных 
интервалов; exp – функция экспонирования значения; 
ln – функция логарифмирования значения; T – 
исследуемый препарат; R – референтный препарат; 

1
dft ��  – значение квантиля распределения Стьюдента, 

соответствующее степени свободы (df = n – 2) и α = 0,05; 
MSE – остаточная вариация (среднеквадратичная 
ошибка); n – количество субъектов (для расчётов: 
количество субъектов масштабировано к исходному 
значению размера выборки n = nМ + nЖ).

Прикладное значение для выявления половых 
различий на данном этапе научной оценки вопроса 
может иметь оценка внутрииндивидуальной вариа-
бельности у мужчин и женщин, а также оценка влия-
ния формы дозирования на половые различия путём 
сравнения точечных оценок T/R у мужчин и женщин. 
В случае отсутствия достаточной информации по 
наличию половых отличий фармакокинетики у рефе-
рентного препарата (оригинального) возможно про-
ведение ориентировочного популяционного анализа. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Половые различия у мужчин и женщин могут 
оказывать значимое влияние на фармакокинетику 
лекарственных препаратов, что в рамках исследова-
ний биоэквивалентности у субъектов только одного 
пола может привести к выходу на фармацевтический 
рынок препаратов, не эквивалентных у популяции 

другого пола. Помимо факторов, обусловленных 
анатомо-физиологическими особенностями мужчин 
и женщин, данные различия могут быть обусловлены 
особенностями формой дозирования воспроизве-
дённых лекарств. Т.  е., другими словами, воспроиз-
ведённый препарат может быть биоэквивалентен 
референтному у мужчин, но не биоэквивалентен у 
женщин, например, из-за состава вспомогательных 
веществ. 

Исследования биоэквивалентности следует про-
водить с включением субъектов мужского и женского 
пола в пропорциональном соотношении, что следует 
отразить в регуляторных документах Российской 
Федерации и Евразийского экономического союза. 
Включение в дизайн исследования возможности 
проведения отдельного анализа по полу будет иметь 
преимущество с точки зрения оценки риска потре-
бителей.

Целесообразно провести научный ретроспектив-
ный анализ завершённых исследований биоэквива-
лентности на предмет выявления половых различий 
и анализ возможного влияния формы дозирования 
на эти различия. 

При оценке результатов незавершённых и бу-
дущих исследований биоэквивалентности следует 
дополнительно проводить анализ по выявлению 
половых различий и анализ возможного влияния 
формы дозирования на эти различия.

Результаты анализа по выявлению соответствую-
щих половых различий дадут полезную информацию, 
которую в дальнейшем можно будет обобщить и при 
необходимости включать в инструкции по медицин-
скому применению.

В целом вопрос выбора методики проведения по-
добного анализа требует дальнейшего обсуждения, 
т. к. также возможно включение в оценку дисперси-
онного анализа таких дополнительных факторов, 
как пол, вес тела, взаимодействие «пол – препарат», 
которые могут дать дополнительную информацию. 

В качестве примера анализа можно использовать 
алгоритм, приведённый выше.
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В статье приведены подходы к разработке биоаналитических методик для определения веществ, содержащих 
в структуре нестабильные функциональные группы. Процессы окисления и гидролиза являются основными 
причинами разложения веществ в биологических жидкостях. В качестве примера легкоокисляющихся 
соединений были выбраны молекулы, содержащие в структуре фенольные гидроксилы, в качестве примера 
легкоокисляющихся соединений – глюкурониды лекарственных веществ. Для измерения концентраций 
микофеноловой кислоты, содержащей в структуре один фенольный гидроксил и в процессе метаболизма 
образующей глюкурониды, в плазме крови использовались методы высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрическим и тандемным масс-спектрометрическим детектированием. 
Концентрации метилдопы, содержащей в структуре два фенольных гидроксила, в плазме измерялись с 
помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим 
детектированием в диапазоне 0,02–3,00  мкг/мл. Определение деметилированной мебевериновой 
кислоты, содержащей в структуре один фенольный гидроксил и метаболизирующейся с образованием 
фенольного глюкуронида, осуществляли в диапазоне 10–2000 нг/мл совместно с мебевериновой кислотой. 
В начале разработки методик была изучено влияние фрагментации глюкуронидов в источнике ионов на 
количественное определение изучаемых веществ. Затем был произведён выбор антикоагулянта на основании 
изучения краткосрочной стабильности и стабильности при замораживании/размораживании аналитов, а 
также обратной конверсии их глюкуроновых коньюгатов. Для стабилизации метилдопы была использована 
комбинация антикоагулянта К3ЭДТА и раствора антиоксиданта, содержащего смесь аскорбиновой кислоты, 
натрия сульфита и натрия гидрокарбоната в концентрациях 5,0 %, 0,2 % и 2,4 % соответственно.
Ключевые слова: нестабильность, обратная конверсия, плазма, микофеноловая кислота, метилдопа, деме-
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The approaches to bioanalytical method development for determination of substances which contain unstable func-
tional groups in the structure are described. The oxidation and the hydrolysis are main causes of the decomposition 
of substances in biological fluids. Phenolic hydroxyls contain drugs were selected as examples of oxidable compounds, 
glucuronides of drugs were selected as examples of hydrolysable compounds. Determination of mycophenolic acid, which 
contains one phenolic hydroxyl and metabolized by formation of glucuronides, in plasma was performed using high 
performance liquid chromatography with mass-spectrometry and tandem mass-spectrometry detection. Methyldopa, 
which contains two phenolic hydroxyls, in stabilized plasma was assayed by high performance liquid chromatography 
– tandem mass-spectrometry in the range of 0.02–3.00 μg/ml. Concentrations of desmethyl mebeverine acid, which 
contains in the structure one phenolic hydroxyl and metabolized by formation of phenolic glucuronide, was measured 
simultaneously with mebeverine acid in the range of 10–2000 ng/ml. The influence of the ion source conversion of 
glucuronides on the quantitative determination of the substances was studied in the initial part of methods develop-
ment. The next, selection of anticoagulants based on the study of short-term stability and freeze/thaw stability of the 
analytes and back conversion of their glucuronides was performed. The combination of anticoagulant K3EDTA and 
the antioxidant solution containing a mixture of ascorbic acid, sodium sulfite and sodium hydrogen carbonate in the 
concentrations of 5.0 %, 0.2 % and 2.4 %, respectively, was used to prevent degradation of methyldopa.



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Том 3, № 5

Фармакология и фармация 	 107

Key words: instability, back conversion, plasma, mycophenolic acid, methyldopa, desmethyl mebeverine acid

For citation: Khokhlov A.L., Yaichkov I.I., Dzhurko Yu.A., Ryska M., Kubeš V., Shitov L.N. Approaches to the 
development of bioanalytical methods for determination of unstable substances in biological fluids, 3 (5), 
106-115, DOI 10.29413/ABS.2018-3.5.16.

ВВЕДЕНИЕ

Одной из наиболее трудных задач биоанали-
тических исследований является количественное 
определение в биологических жидкостях веществ, 
содержащих в структуре нестабильные функциональ-
ные группы. Данной проблеме посвящён ряд статей, 
в которых приводятся примеры веществ и меры, 
предпринятые для предотвращения их деградации 
[6, 10, 16, 23, 24]. Однако в этих работах отсутствует 
описание процесса разработки методики и после-
довательности действий при выборе способа для 
замедления разложения веществ.

Основными причинами нестабильности молекул 
аналита или его метаболитов являются окисление и 
гидролиз. Наиболее распространёнными примерами 
легкоокисляющихся соединений являются лекар-
ственные препараты, содержащие в своей струк-
туре фенольные гидроксилы. Обратная конверсия 
глюкуронидов лекарственных веществ в исходные 
соединения является наиболее распространённым 
примером гидролиза соединений в биологических 
жидкостях [6, 10, 16, 23, 24]. Стабилизация веществ в 
биологических пробах достигается путём снижения 
температуры хранения, подбора антикоагулянта, до-
бавления растворов стабилизаторов [6].

Выявление подходов к разработке методик 
определения нестабильных соединений в плазме 

было выполнено на примере микофеноловой кисло-
ты (МФК), содержащей в структуре один фенольный 
гидроксил и в процессе метаболизма образующей 
О-ацилглюкуронид (АГМФК) и фенольный глюкуро-
нид (ФГМФК) [8, 9], деметилированной мебеверино-
вой кислоты (ДМК), также содержащей в структуре 
один фенольный гидроксил и метаболизирующейся 
с образованием фенольного глюкуронида (ФГДМК) 
[22], и метилдопы (МД), содержащей два фенольных 
гидроксила (рис. 1) [30, 32, 35, 36]. Данные методики 
разрабатывались для изучения биоэквивалент-
ности (БЭ) лекарственных препаратов данных 
веществ. 

Цель исследования: выявить подходы к разра-
ботке методик для определения в плазме веществ, 
содержащих в структуре нестабильные функцио-
нальные группы или образующих нестабильные 
метаболиты, для проведения биоаналитических 
исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение МФК в плазме методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с тандемным 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-
МС/МС) проводилось в диапазоне 0,5–30,0  мкг/мл 
(табл.  1). Для пробоподготовки был использован 
метод осаждения белков [5].

			   а 				             б 					     в

Рис. 1.  Структурные формулы микофеноловой кислоты (а), метилдопы (б) и деметилированной мебевериновой кислоты (в).
Fig. 1.  Structure of mycophenolic acid (а), methyldopa (б) and desmetyl meberine acid (в).

Таблица 1
Параметры ВЭЖХ-МС/МС-определения микофеноловой кислоты в плазме

Table 1
Parameters of HPLC-MS/MS determination of mycophenolic acid in plasma

Подготовка проб Параметры  
хроматографического разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков:  
к аликвоте плазмы 50 мкл 
плазмы добавляли 450 мкл 
метанольного раствора 
МФК-D3, полученную смесь 
перемешивали на вортексе, 
затем центрифугировали в 
течение 10 мин при 3500 об/
мин

Колонка

Kinetex C18 (30*4,6 мм, 
2,6 мкм) с предколонкой 
Phenomenex Security 
guard (C18, 4*3 мм)

Способ ионизации
Электрораспылительная  
с термофокусировкой 
(HESI)

Состав подвижной 
фазы (ПФ) Ацетонитрил : вода Полярность Отрицательная

Скорость потока 0,4 мл/мин

Режим (MRM)

Для МФК: 
319 → 191 + 205 m/z.
Для МФК-D3: 
322 → 191 + 205 m/zРежим 

элюирования Градиентный

Время анализа 4,5 мин
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На начальном этапе разработки данной методики 
была изучена обратная конверсия фенольного глюку-
ронида МФК в источнике ионов (рис. 2): выбранные 
параметры хроматографического процесса позво-
лили разделить анализируемое вещество и ФГМФК. 

319 → 191 + 205 m/z

Рис. 2.  Хроматограмма смеси МФК (t
R
 = 2,51 мин) и ФГМФК 

(t
R
  =  1,19  мин), полученная при использовании 

метода ВЭЖХ-МС/МС. 
Fig.  2.  Chromatogram of the mixture of mycophenolic acid 

(t
R
 = 2.51 min) and MPAG (t

R
 = 1.19 min) obtained using 

HPLC-MS/MS.

ВЭЖХ-МС/МС-методика определения МФК 
применялась при проведении исследования био-
эквивалентности препаратов микофенолата натрия 
(МФН) в форме таблеток, покрытых оболочкой. Ве-
личина максимальной концентрации МФК в плазме 
(Cmax) после приёма препарата сравнения составила 
12,29  ±  5,53  мкг/мл [5]. Таким образом, выбранное 
значение нижнего предела количественного опреде-
ления методики (НПКО) находится ниже, чем 5 % от 
Cmax, и его величины достаточно для изучения биоэк-
вивалентности таблетированных форм МФН. Анало-
гичное значение НПКО применялось для проведения 
исследований БЭ [31, 38] и терапевтического лекар-
ственного мониторинга (ТЛМ) [11] препаратов МФК. 
Однако данный уровень чувствительности методики 
не позволил рассчитать такие фармакокинетические 
параметры, как константа элиминации, площадь под 

фармакокинетической кривой от нулевого значения 
времени до бесконечности, период полувыведения, 
среднее время удержания в крови [4]. 

При определении микофеноловой кислоты c по-
мощью метода высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с масс-спектрометрическим детектиро-
ванием (ВЭЖХ-МС) НПКО был снижен до 0,05 мкг/‌мл, 
как в большинстве методик определения данного 
аналита в биологических жидкостях [7, 8, 20, 21]. Это 
обеспечит возможность детектирования следовых 
количеств МФК в плазме. Аналитический диапазон 
составил 0,05–30,00  мкг/мл. Для пробоподготовки 
была также использована депротеинизация (табл. 2). 

При данных параметрах хроматографического 
процесса было также подтверждено отсутствие 
влияния фрагментации ФГМФК на точность количе-
ственного определения аналита (рис. 3). 

Время одного анализа при использовании дан-
ной методики составляет 5 мин., что значительно 
быстрее, чем в методиках [8, 28, 29, 33]. Применение 
осаждения белков даёт возможность увеличить 
производительность процесса пробоподготовки в 
сравнении с [7, 8, 21, 26, 28]. 

Количественное определение деметилирован-
ной мебевериновой кислоты совместно с минорным 
метаболитом мебеверина – мебевериновой кислотой 
(МК) – в плазме крови проводили методом ВЭЖХ-МС/
МС в диапазоне 10–2000 нг/мл для обоих аналитов 
(табл. 3) [18]. 

При разработке данной методики исследовалась 
обратная конверсия фенольного глюкуронида ДМК 
в процессе ионизации. При этом фрагментация 
данного соединения в источнике ионов полностью 
отсутствовала (рис. 4).

Данная методика была использована для изуче-
ния фармакокинетики препарата «Дюспаталин» в 
форме капсул с пролонгированным высвобождением 
[18]. Преимуществами этой методики, в сравнении с 
работами C.A. Khatri et al. [17] и R. Maddela et al. [26], 
являются более экспрессный способ подготовки проб 
(осаждение белков без последующего концентриро-
вания) и более короткое время анализа (на 0,5 мин 
меньше, чем по данным R. Maddela et al. [26]; на 2,5 мин 
меньше, чем по данным C.A. Khatri et al. [17]). Значение 
НПКО МК и ДМК, установленное на уровне 10 нг/мл, 

Таблица 2
Параметры ВЭЖХ-МС-определения микофеноловой кислоты в плазме

Table 2
Parameters of HPLC-MS determination of mycophenolic acid in plasma

Подготовка проб Параметры хроматографического 
разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков: 
к 50 мкл плазмы добавляли 
200 мкл метанола, перемешивали 
на вортексе, затем 
центрифугировали в течение 
10 мин при 10000 об./мин

Колонка Zorbax Eclipse Plus C18 
(100*4,6 мм, 3,5 мкм) Способ ионизации

Электрораспылительная  
с термофокусировкой 
(HESI)

Состав подвижной 
фазы (ПФ)

Ацетонитрил : вода : 
0,1%-й раствор 
муравьинной кислоты

Полярность Отрицательная

Скорость потока 0,6 мл/мин Режим (SIM) Для МФК: 319 m/z

Режим 
элюирования Изократический Время анализа 5,0 мин
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а

б

319 m/z

Рис. 3.  Хроматограммы растворов микофеноловой кислоты (а) и фенольного глюкуронида микофеноловой кислоты (б), 
полученные при использовании метода ВЭЖХ-МС.

Fig. 3.  Chromatograms of solutions of mycophenolic acid (а) and phenolic glucuronide of mycophenolic acid (б) obtained using HPLC-MS 
method.

Таблица 3
Параметры ВЭЖХ-МС/МС-определения мебевериновой и деметилированной мебевериновой кислот в плазме

Table 3
Parameters of HPLC-MS/MS determination of mebeverine acid and desmethyl mebeverine acid in plasma

Подготовка проб Параметры  
хроматографического разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков:  
400 мкл метанольного раствора 
МК-D5 и ДМК-D5 смешивали с 
аликвотой плазмы 100 мкл на 
вортексе и центрифугировали в 
течение 10 мин при 3500 об./мин

Колонка № 1 Luna C8 Mercury 
(20*4,0 мм, 5 мкм) Способ 

ионизации
Электрораспылительная  
с термофокусировкой (HESI)

Колонка № 2 Luna 5u C8 
(150*4,6 мм, 5 мкм)

Состав подвижной 
фазы (ПФ)

Ацетонитрил : 
метанол : и формиат 
аммония 80 ммоль/л

Полярность Положительная

Режим хром. 
разделения

Двумерная 
хроматография Режим (MRM)

Для МК: 280 → 121 m/z;  
для ДМК: 266 → 107 m/z; для 
МК-D5: 285 → 121 m/z; для 
ДМК-D5: 271 → 107 m/z.Режим 

элюирования Градиентный
Время анализа 6,0 мин

             
				    а 						                    б

266 → 107 m/z
Рис.  4.  Хроматограммы растворов фенольного глюкуронида деметилированной мебевериновой кислоты (а) и 

деметилированной мебевериновой кислоты (б).
Fig. 4.  Сhromatograms of solutions of desmethyl mebeverine acid phenolic glucuronide (а) и desmethyl mebeverine acid (б).
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было в 10 раз ниже, чем в исследовании C.A. Khatri et al. 
[17]. В методиках S. Elliott, V. Burgess [12] и 34. A. Stockis 
[34] для подготовки проб применяется длительная 
процедура жидкостно-жидкостной экстракции и 
используются менее селективные методы анализа 
– ВЭЖХ со спектрофотометрическим и кулонометри-
ческим детектированием. Также в данных методиках 
отсутствует возможность определения ДМК, которая 
является основным метаболитом мебеверина.

ВЭЖХ-МС/МС-определение метилдопы в образцах 
плазмы осуществлялось в диапазоне 0,02–3,00 мкг/
мл. Хроматографические разделение осуществлялось 
с помощью двух колонок Luna Phenyl-Hexyl (50*3,0 мм; 
5 мкм) и Synergi Fusion-RP 80Å (150*3,0 мм; 4 мкм) в 
режиме двумерной хроматографии (табл. 4) [4].

Разработанная методика количественного опре-
деления метилдопы в плазме была применена ис-
пользована при исследовании биоэквивалентности 
её таблеток [19]. Использование метода осаждения 
белка позволило существенно ускорить процесс под-
готовки проб, по сравнению с методами жидкостно-
жидкостной и твердофазной экстракцией, использо-
ванными в опубликованных ранее методиках [29, 35].

Валидация разработанных методик проведена 
согласно требованиям руководства Европейского 
медицинского агентства (EMA) [13], Руководства по 
экспертизе лекарственных средств Научного цен-
тра экспертизы средств медицинского применения 
(НЦЭСМП) (Т. 1) [2] и Решения Совета Евразийской 
экономической комиссии №  85 «Об утверждении 
Правил проведения исследований биоэквивалент-
ности лекарственных препаратов в рамках Евразий-
ского экономического союза (ЕАЭС)» [1]. Полученные 
результаты валидационных тестов по показателям 
селективность, линейность, внутрисерийная и меж-
серийная прецизионность и правильность, эффект 
разведения, эффект матрицы, эффект переноса из 
предыдущей пробы, стабильность отвечали всем 
установленным критериям приемлемости [3, 4, 18, 19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе анализа данных литературы необходимо 
обращать внимание на присутствие в структуре из-

учаемого соединения потенциально нестабильных 
функциональных групп, а также на наличие у него ме-
таболитов, способных в процессе хранения, подготов-
ки проб, а также хромато-масс-спектрометрического 
определения переходить в исходное вещество. 
Проведённый обзор показал, что растворы антиок-
сидантов не использовались при проведении био-
аналитических исследуемых соединений [8, 9, 12, 17, 
22, 27, 30, 32, 34, 35, 36]. Однако в случае метилдопы, 
содержащей в структуре два фенольных гидроксила, 
существует потенциальный риск её окисления. Так, 
при определении в плазме аналогичных по структуре 
веществ, леводопы [24] и допамина [37], применяли, 
соответственно, глутатион и 10%-й раствор натрия 
метабисульфита. В ряде работ, посвящённых опре-
делению микофеноловой кислоты в биологических 
жидкостях, отмечена необходимость использования 
буферных растворов для предотвращения гидролиза 
АГМФК и ФГМФК [8, 9]. Публикации, посвящённые 
исследованиям фармакокинетики метаболитов ме-
беверина, немногочисленны, и изучение обратной 
конверсии ФГДМК в данных работах не было выпол-
нено [12, 17, 22, 27, 34].

На начальном этапе разработки методик осущест-
влялся подбор антикоагулянта. Так, используемый 
антикоагулянт не повлиял на стабильность МФК в 
плазме крови. Результаты предварительной оцен-
ки стабильности аналита показали, что после 24  ч 
хранения образцов при комнатной температуре и 
3 циклов замораживания/размораживания среднее 
содержание микофеноловой кислоты при исполь-
зовании К3ЭДТА и гепарината лития находилось в 
диапазоне 85,0–115,0 % от начальной концентрации. 
Исследование обратной конверсии ФГМФК в про-
цессе хранения образцов проводилось на образцах с 
концентрацией данного метаболита 100 мкг/мл [8, 9, 
11, 15, 20, 26, 31]. При применении НПКО ВЭЖХ-МС/
МС-методики 0,5  мкг/мл после 24  ч хранения при 
комнатной температуре степень гидролиза данного 
метаболита не превышала максимально допустимого 
уровня (20 % от площади хроматографического пика 
образца МФК с концентрацией на уровне НПКО) при 
использовании К3ЭДТА и гепарината лития – 2,58 % 

Таблица 4
Параметры ВЭЖХ-МС/МС-определения метилдопы в плазме

Table 4
Parameters of HPLC-MS/MS-determination of methyldopa in plasma

Подготовка проб Параметры  
хроматографического разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков:  
400 мкл метанольного раствора 
МД-D3 добавляли к 100 мкл 
плазмы, затем перемешивали на 
вортексе, центрифугировали в 
течение 10 мин при 3500 об./мин. 
и температуре +4 ºС

Колонка №1 Luna Phenyl-Hexyl 
(50*3,0 мм, 5 мкм) Способ 

ионизации

Электрораспылительная 
совместно с химической 
ионизацией при атмос
ферном давлении (DUIS)Колонка №2 Synergi Fusion – RP 80Å 

(150*3,0 мм, 4 мкм)

Состав 
подвижной фазы 
(ПФ)

Метанол : вода : 
формиат аммония 
80 ммоль/л

Полярность Положительная

Режим хром. 
разделения

Двумерная 
хроматография Режим (MRM) Для МД: 212 → 139 m/z;  

Для МД-D3: 215 → 169 m/z.
Режим 
элюирования Изократический

Время анализа 8,0 мин
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и 7,44 % от площади хроматографического пика об-
разца НПКО соответственно.

При выборе более низкого значения нижнего 
предела количественного определения методики 
0,05 мкг/мл обратная конверсия ФГМФК превышала 
максимально допустимый уровень после 6 ч хране-
ния при комнатной температуре при использовании 
К3ЭДТА (рис.  5). В случае применения гепарината 
лития степень гидролиза метаболита выходил за 
установленные пределы уже спустя 2 ч. Поэтому для 
дальнейших исследований был использован К3ЭДТА. 

Отсутствие влияния обратной конверсии АГМФК 
и ФГМФК на правильность определения микофеноло-
вой кислоты было также доказано путём повторного 
анализа образцов плазмы, полученных от 10 белых 
беспородных крыс-самцов массой 250  ±  10  г. Суб-
станция микофенолата натрия вводилась крысам 
перорально в виде водного раствора в дозировке 
33,0  мг/кг. Отбор образцов крови был произведён 
через 2 ч после введения: данная точка соответствует 
времени достижения максимальной концентрации 
обоих метаболитов [25]. Различие между начальными 
значениями и результатами измерений, полученны-
ми спустя 1 мес. после отбора, находилось в диапазоне 
от –3,43 % до 9,49 %, что не превышает максимально 
допустимого значения 20 % [1, 2, 13]. Таким образом, 
при проведении биоаналитический исследований 
микофеноловой кислоты в качестве антикоагулянта 
следует применять К3ЭДТА. При этом использование 
каких-либо растворов стабилизаторов не требуется.

Результаты предварительных испытаний кра-
ткосрочной стабильности деметилированной мебе-
вериновой кислоты в образцах плазмы, содержащей 
К3ЭДТА и гепаринат лития, после 24  ч хранения 
при комнатной температуре и стабильности после 
3  циклов замораживания/размораживания соот-
ветствовали установленным требованиям. Гидролиз 
фенольного глюкуронида ДМК в образцах с концен-

трацией 2000  нг/мл при комнатной температуре 
также не наблюдался. Следовательно, добавления 
плазме раствора стабилизатора в данном случае не 
требуется. Для дальнейших испытаний был выбран 
К3ЭДТА, т. к. данный антикоагулянт наиболее часто 
используется в нашей лаборатории.

Результаты предварительного изучения стабиль-
ности метилдопы не отвечали критериям приемле-
мости при использовании обоих антикоагулянтов 
(К3ЭДТА и гепарината лития). Поэтому на следующем 
этапе разработки методики осуществлялся подбор 
комбинации антикоагулянта и раствора антиокси-
данта. После проведённых испытаний (рис. 6) было 
установлено, что оптимальным для предотвра-
щения окисления аналита является добавление к 
К3ЭДТА-плазме смеси антиоксидантов, включающей 
аскорбиновую кислоту, натрия сульфит, натрия 
гидрокарбонат в концентрациях 5 %, 0,2 % и 2,4 % 
соответственно в объёмном соотношении 1:5 (рас-
твор антиоксиданта  :  плазма). Данная комбинация 
позволила не только предотвратить разложение МД, 
но и повысить уровень аналитического сигнала.

В работах C.H. Oliveira et al. [29], H. Valizadeh et al. 
[35], L.  Vlase et  al. [36] раствор антиоксиданта не 
был использован. Это могло послужить причиной 
значительного расхождения полученных значений 
фармакокинетических параметров метилдопы, полу-
ченных в ходе данных исследований. Время одного 
анализа в данных методиках составило 3,4 мин [29], 
3,0 мин [35] и 1,05 мин [36]. Однако при этом не были 
использованы растворы стабилизаторов, которые 
необходимы для предотвращения окисления метил-
допы. Добавление раствора стабилизатора к плазме 
требует изменения программы хроматографического 
разделения для устранения усиливающихся при этом 
матричных эффектов [3]. Поэтому время хромато-
масс-спектрометрического определения в разрабо-
танной методике составило 8 мин. 
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Рис. 5.  Изучение обратной конверсии фенольного глюкуронида микофеноловой кислоты в процессе хранения.
Fig. 5.  Reverse conversion of phenolic glucuronides of mycophenolic acid during storage. 
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Таким образом, предложенные подходы к разра-
ботке биоаналитических методик для определения 
в плазме веществ, содержащих нестабильные функ-
циональные группы или образующих нестабильные 
метаболиты, пригодны для исследований всех групп 
легкоразлагающихся соединений (рис. 7).

Этап разработки и валидации биоаналитиче-
ской методики быть проведён до начала клиниче-
ской части исследования фармакокинетики и БЭ: 
до отбора образцов у добровольцев должны быть 
известны результаты испытаний стабильности 
аналита и меры, необходимые для предотвращения 
разложения изучаемого вещества или его метабо-
литов. При этом сотрудниками лаборатории со-
ставляются подробные инструкции для персонала 
клинического центра по приготовлению растворов 
стабилизаторов, применяемым антикоагулянтам, 

специальным условиям температурного режима и 
освещения (при работе с чувствительными к свету 
веществами) [22].

После исследования образцов, полученных от 
добровольцев, необходимо провести ISR-тест, чтобы 
гарантировать стабильность изучаемых веществ 
и отсутствие обратной конверсии метаболитов в 
реальных объектах. Руководство ЕАЭС по проведе-
нию исследований БЭ [1], а также Руководство по 
экспертизе лекарственных средств (Том 1) [2] реко-
мендуют при количестве отобранных проб меньше 
1000 подвергать реанализу 10 % проб, а при коли-
честве больше 1000 – 5  % проб. Руководство EMA 
[13] рекомендует анализировать дополнительно 
5 % образцов от количества, превышающего 1000, 
руководство FDA [14] – 7 % образцов независимо от 
объёма исследования.
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Рис. 6.  Подбор комбинации антикоагулянта и антиоксиданта для стабилизации метилдопы в плазме.
Fig. 6.  Choosing the combination of anticoagulant and antioxidant for stabilization of methyldopa in plasma.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стабильность анализируемых веществ в биоло-
гических матрицах является одним из основных фак-
торов, влияющих на точность данных, получаемых в 
ходе биоаналитических исследований. Применение 
изложенного выше подхода при разработке методики 
для определения соединений, содержащих в струк-
туре нестабильные функциональные группы или 
образующих нестабильные метаболиты, позволяет 
избежать ошибок при измерении их концентрации. 
Это существенно снижает риск появления на рынке 
дженерика, не отвечающего требованиям эффектив-
ности и безопасности, или неправильной коррекции 
дозы при использовании результатов терапевтиче-
ского лекарственного мониторинга.

ЛИТЕРАТУРА  
REFERENCES

1. Об утверждении Правил проведения ис-
следований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического 
союза: Решение Совета Евразийской экономической 
комиссии от 3 ноября 2016 г. № 85. – 2016. – Режим 
доступа: http://docs.cntd.ru/document/456026107.

On the approval of the Rules for conducting bioequiv-
alence studies of medicines in the Eurasian Economic 
Union. Decision of the Council of the Eurasian Economic 
Commission N  85 d.d. November  3, 2016 [Ob utverzh-
denii Pravil provedeniya issledovaniy bioekvivalentnosti 

lekarstvennykh preparatov v ramkakh Evraziyskogo eko-
nomicheskogo soyuza: Reshenie Soveta Evraziyskoy ekono-
micheskoy komissii ot 3 noyabrya 2016 g. № 85]. (2016). 
Available at: http://docs.cntd.ru/document/456026107.

2. Руководство по экспертизе лекарственных 
средств /  Под ред. А.Н.  Миронова. – М.: Полиграф-
Плюс, 2014. – Т. 1. – С. 328. 

Mironov АN. (ed.). (2014). Guidelines on the expertise 
of medicines [Rukovodstvo po ekspertize lekarstvennykh 
sredstv]. Мoskva, 328 p.

3. Хохлов А.Л., Рыска М., Кукес В.Г., Писачкова М., 
Печена  М., Яворский  А.Н., Шитов  Л.Н., Джурко  Ю.А., 
Ромадоновский Д.П., Шитова А.М., Чудова Н.В., Цыз-
ман  Л.Г., Лилеева  Е.Г., Хохлов  А.А., Поздняков  Н.О., 
Мирошников А.Е., Воронина Е.А., Рыбачкова Ю.В., Ма-
нуилов Д.М., Зимина Н.В., Яичков И.И. Теоретические 
и практические основы проведения исследований 
воспроизведённых лекарственных препаратов. – Мо-
сква – Ярославль – Прага, 2017. – 227 с. 

Khokhlov  AL, Ryska  M, Kukes  VG, Pischakova  M, 
Pechena M, Yavorskiy AN, Shitov LN, Dzhurko YuA, Ro-
madonovskiy DP, Shitova AM, Chudova NV, Tsyzman LG, 
Lileeva EG, Khokhlov AA, Pozdnyakov NO, Miroshnikov AE, 
Voronina EA, Rybachkova YuV, Manuilov DM, Zimina NV, 
Yaichkov  II. (2017). Theory and practice of conducting 
the researches of generic drugs [Teoreticheskie i praktich-
eskie osnovy provedeniya issledovaniy vosproizvedennykh 
lekarstvennykh preparatov]. Moskva, Yaroslavl, Praga, 
227 p. 

Изучение данных литературы по изучаемому веществу

� Оценка структурных особенностей анализируемого вещества
� Наличие метаболитов, содержащих нестабильные

функциональные группы

Оценка стабильности метаболитов: глюкуронидов,
лактонов, оксидов (при наличии) в источнике ионовN-

Фрагментация в ИИ не влияет на определение аналита

Подбор антикоагулянта

Предварительная оценка краткосрочной стабильности
и стабильности при нескольких циклах заморозки/разморозки

� изучаемого соединения
� обратной конверсии метаболита (при наличии)

Вещество нестабильно

Подбор комбинации антикоагулянта и раствора стабилизатора

� Выбор концентрации стабилизатора и соотношения раствора стабилизатора
и биологической жидкости на основании изучения краткосрочной стабильности
и стабильности при замораживании/размораживании

Валидация разработанной методики

� Калибровочные образцы и образцы контроля качества должны быть
приготовлены с использованием выбранного антикоагулянта и стабилизатора

Вещество стабильно

Фрагментация
в ИИ влияет на
определение
аналита

Изменение условий
хроматографического

разделения или
масс-спектрометрического

детектирования

Рис. 7.  Подходы к разработке методики для количественного определения в плазме веществ, имеющих нестабильные 
функциональные группы. 

Fig. 7.  Approaches to the development of method for quantitation of substances with unstable functional groups in plasma.
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Vorobev V.A. 1, 2, Beloborodov V.A. 1, 2

Modern Methods of Treating Diseases of the Bulbo-Membranous Part of Urethra

1 Irkutsk State Medical University  
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Strictures of the bulbous-membranous urethra are a common cause of obstructive urination disorder. Modern trends 
in the development of medicine lead to a wider application of endoscopic method, a more frequent cause of iatrogenic 
injury of the urethra. At present, conservative, endourologic and reconstructive methods of care are used to treat 
urethral strictures.
There are several conservative, endourological and reconstructive methods for treating patients with urethral stricture. 
Conservative methods include interventions that do not involve the destruction of urethral stricture or its reconstruc-
tion, such as stenting, blind dilatation, and recanalization of the urethra. Performing blind dilatation strictures of the 
bulbo-membranous urethra is not recommended because of the high risk of false path formation and low efficiency. 
Endourological operations refer to surgical methods of care and suggest the natural restoration of urethral tissues 
after the destruction of stricture. Because of the low effectiveness of correction of strictures of the posterior urethra 
(more than 90 % of relapses in five years), this method is a variant of temporary or palliative care.
Currently, two approaches to the reconstruction of the bulbo-membranous urethra are used: anastomotic and replace-
ment operations. Anastomotic surgery involves excision of the affected area and juxtaposition of healthy urethral tissues 
without tension. Replacement plastic allows to restore patency of the urethra by increasing the diameter of the lumen 
due to the implantation of various grafts. 
The article shows that, based on international clinical studies, the most effective method of reconstructing the bulbo-
membranous urethra is reconstructive surgical methods.
Key words: bulbo-membranous urethra, urethral stricture, urethral stenosis, anastomotic urethroplasty, buccal-

mucosa urethroplastic, direct visual internal urethrotomy (DVIU)
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Современные методы лечения поражений  
бульбо-мембранозного отдела уретры
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Стриктуры бульбо-мембранозного отдела уретры являются частой причиной обструктивного нарушения 
мочеиспускания. Современные тенденции развития медицины ведут к более широкому применению 
эндоскопических методов, более частой причине ятрогенной травмы мочеиспускательного канала. В 
настоящее время для лечения стриктур уретры применяются консервативные эндоурологические и 
реконструктивные методы помощи. 
Существует несколько консервативных, эндоурологических и реконструктивных методов лечения 
пациентов со стриктурной болезнью уретры. К консервативным методам относятся вмешательства, 
не предполагающие разрушение стриктуры уретры или её реконструкцию, такие как стентирование, 
бужирование и реканализация уретры. 
Эндоурологические операции относятся к хирургическим методам помощи и предполагают естественное 
восстановление тканей уретры после разрушения стриктуры. Из-за низкой эффективности коррекции 
стриктур задней уретры (более 90  % рецидивов через пять лет) данный метод является вариантом 
временной или паллиативной помощи.
В настоящее время применяется два подхода к реконструкции бульбо-мембранозного отдела уретры: 
анастомотические и заместительные операции. Анастомотическая операция предполагает иссечение 
поражённого участка и сопоставление здоровых тканей уретры без натяжения. Заместительная пластика 
позволяет восстановить проходимость уретры путём увеличения диаметра просвета за счёт имплантации 
различных трансплантатов. Перспективным новым методом лечения является регенеративный подход, 
когда трансплантируют ткане-инженерную конструкцию, выращенную из клеток самого пациента. 
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В статье продемонстрировано, что на основании международных клинических исследований наиболее 
эффективным методом восстановления бульбо-мембранозного отдела уретры являются реконструктивные 
хирургические методы. 
Ключевые слова: бульбо-мембранозный отдел уретры, стриктура уретры, стеноз уретры, анастомотическая 
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RELEVANCE

Stricture disease of the urethra is a partial or complete 
narrowing of the urethral lumen. It can occur as a result 
of trauma or inflammation, which leads to irreversible 
violations of urination and, possibly, death. Treatment of 
this disease is still a difficult task.

At present, there is no generalized exact information 
on the incidence of stricture disease. Hypothetical cal-
culations predict that approximately 0.6 % of men over 
the age of 55 have a narrowing of the urethral lumen. 
In a few studies authors report about different inci-
dence rates, ranging from 30 to 627 cases per 100,000 
of population. Thus, in Denmark, between 1977 and 
2013, the total incidence of stricture disease was 34.8 
per 100,000 of population [37]. In this case, men over 
60 years accounted for 66.9 % of cases of urethral stric-
tures. In the United States, according to the American 
Urological Association (AUA) in 2003, the incidence was 
193 cases per 100,000 of population [51]. Thus, there is 
a significant statistical dispersion even in the developed 
countries of the world.

In Russia, there is no statistical account of the inci-
dence of urethral stricture. This group of patients in sta-
tistical reports is combined with other diseases (benign 
prostatic hyperplasia, neurogenic urination disorders and 
others). Thus, the frequency of detection of diseases of the 
urinary system with obstructive symptoms in the city of 
Moscow for the period of 2011-2012 was 275–291 cases 
per 100,000 of population.

Information on the incidence of urethral stricture in 
the hospitals of Irkutsk for the period from 2012 to 2014 
is presented in Table 1.

Based on the above reasons, it is difficult to estimate 
the incidence of urethral strictures and, especially, of its 
bulbo-membranous part. The average frequency of detec-
tion of the narrowing of the bulbo-membranous urethral 
part (BMP) calculated indirectly is about 8 % of the total 
incidence of urethral stricture [45].

Currently, two methods of surgical treatment of 
strictures of the proximal part of the bulbar urethra and 
the BMP are used: endourologic intervention and recon-
structive surgery.

Usually, when an BMP stricture is detected, an 
endourological operation is performed – direct visual 
internal urethrotomy (DVIU) with a probable efficacy 
of 20 to 75  % [32, 33, 38, 39]compared with 24 of 29 
patients with shorter strictures (p = 0.001. This method 
is simple and has the greatest efficiency in lesions less 
than 10 mm in length. When the stricture is more than 
2 cm, the performance of the DVIU is practically ineffec-
tive [20, 30, 57]including age, etiology, length and site of 
the strictures, and catheter duration. Only patients with 
a minimum followup of 2 years were included. Regular 
self-catheterization was not used by any child. RESULTS 
A total of 31 patients (mean age 11.2 years, range 2 to 18. 
Primary and repeated use of this technique can worsen 
the course of the disease [22, 24, 34]thus excluding those 
with hypospadias, lichen sclerosus, pelvic radiation, 
prior urethroplasty, incomplete data, or pure penile or 
posterior urethral stenosis. Cases were divided into 2 
groups based on the history of transurethral treatment 
for urethral stricture before urethroplasty, including 
group 1-0 or 1 and group 2-2 or greater treatments. RE-
SULTS Of 101 patients with bulbar urethral stricture and 
all data available 50 and 51 underwent 0 to 1 and 2 or 
greater previous transurethral treatments, respectively. 
Repeat transurethral manipulation was strongly asso-
ciated with longer strictures and the need for complex 
reconstruction. Repeat transurethral manipulation of 
bulbar urethral strictures was also associated with an 
eightfold increase in disease duration between stricture 
diagnosis and curative urethroplasty. CONCLUSIONS 
Repeat transurethral manipulation of bulbar strictures 
is associated with increased stricture complexity and 
a marked delay to curative urethroplasty.”,”author”:[{“-
dropping-particle”:””,”family”:”Hudak”,”given”:”Steven 
J”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix-
”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Atkinson”,”given”:”-
Timothy H”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Morey”,”-
given”:”Allen F”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””}],”container-title”:”The Journal of 
urology”,”id”:”ITEM-1”,”issue”:”5”,”issued”:{“date-p
arts”:[[“2012”,”5”]]},”page”:”1691-5”,”title”:”Repeat 

Table 1 
Incidence of urethral stricture in Irkutsk’s hospitals

Year Cases, n (%) Surgical, n (%) Urgent operations, n (%) Duration of hospitalization, 
days

Total urological 
patients

2012 48 (1,8 %) 48 (4,3 %) 12 (2,7 %) 12,6 2532

2013 48 (1,8 %) 47 (3,7 %) 16 (2,8 %) 15,5 2571

2014 37 (1,4 %) 36 (2,7 %) 2 (0,3 %) 10,3 2518

Total 133 (1,7 %) 132 (3,5 %) 30 (1,9 %) 12,8 7621
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transurethral manipulation of bulbar urethral stric-
tures is associated with increased stricture com-
plexity and prolonged disease duration.”,”type”:”ar-
ticle-journal”,”volume”:”187”},”uris”:[“http://www.
mendeley.com/documents/?uuid=b4763632-561f-
3f1e-a85f-083522465819”]},{“id”:”ITEM-2”,”item-
Data”:{“DOI”:”10.1016/j . juro.2013.01.014”,”IS
SN”:”1527-3792”,”PMID”:”23313208”,”abstract”:”PUR-
POSE The long-term success rate of dilation and/or in-
ternal urethrotomy is low in cases of recurrent urethral 
stricture. We investigated the ability of the Memokath™ 
044TW stent to maintain urethral patency after dilation 
or internal urethrotomy for recurrent urethral stricture. 
MATERIALS AND METHODS A total of 92 patients with 
recurrent bulbar urethral strictures (mean length 2.7 cm, 
and data on long-term follow-up of such patients indicate 
more than 90 % recurrence within five years [50]second, 
third, fourth and fifth urethrotomy. Patients with complex 
strictures (36.

Anastomotic reconstruction is also used to treat 
strictures (efficiency 85–98 % [13, 29, 40]1-stage delayed 
repairs of complete posterior urethral ruptures in 60 men 
with at least 1-year followup were reviewed. Two ruptures 
were due to gunshot wounds and 58 were secondary 
to a pelvic fracture. There were 58 repairs done by the 
perineal approach and 5 required an abdominal perineal 
approach. RESULTS Surgical complications included 2 
(3%). This method involves excision of the affected part 
of the urethra, which leads to its shortening. Additionally 
performed Webster techniques aimed at creating condi-
tions for anastomosing without tension, increase the risk 
of injury to blood vessels and nerves. Such an operation 
can lead to a violation of the erectile function, the devel-
opment of urine incontinence and the shortening of the 
penis [36, 41, 43]. In addition, there is a risk of failure 
to apply anastomosis even with Webster receptions and 
combined access.

In addition to the anastomotic reconstruction, sub-
stitution urethroplasty is used. The method involves 
replacing part of the urethra with autologous, allologic, 
xenologic or tissue-engineering grafts. This method is one 
of the most effective in the reconstruction of another part 
of the urethra, but in the BMP its effectiveness is inferior 
to anastomotic methods [2].

INDICATIONS, ALGORITHMS OF TREATMENT

Based on the established diagnosis, indications for 
treatment are determined. Clearly formulated relative 
indications for surgical intervention for strictures of vari-
ous parts of the urethra at the present time does not exist. 
Nevertheless, given the long period of subcompensation, 
patients are shown to perform dynamic observation and, 
possibly, treatment for any detected urethral stricture, 
even under normal urodynamic parameters (maximum 
urinary flow rate is more than 15 ml/sec, residual urine 
is absent). It is possible to conduct conservative therapy 
with fibrinolytics, dilatation and physiotherapy in the 
early stages of the disease (maximum urine flow rate is 
12–15 ml/sec, residual urine volume is less than 100 ml), 
and in severe inoperable cases.

At present, consensus is reached in the Russian and 
world practice (EAU Guidelines, 2017, AUAGuidelines, 

2016) on the algorithm for helping patients with stricture 
of the posterior (including the BMP) urethra.

The algorithm for examining and treating lesions of 
the posterior urethra is based on the causes of stricture. 
If there is a suspicion of iatrogenic damage to the ure-
thra (for example, catheterization with urethrorrhagia), 
urethrography is indicated. In case of detection of acute 
damage, the urethra is drained by a catheter for a period 
up to the healing of the urethral walls. When revealing 
stricture of the urethra less than 10 mm in length – DVIU 
is performed. With strictures of greater length, an anas-
tomotic reconstruction of the urethra is recommended.

If the stenosis of the vesicoureteral anastomosis after 
radical prostatectomy is revealed, it is possible to dilata-
tion the urethra or endoscopic dissection of the stenotic 
ring. If these methods are ineffective, patients are offered 
re-anastomosing or permanent drainage of the bladder 
with a cystostomy.

At a blunt trauma of a urethra endoscopic recanaliza-
tion or a drainage of a bladder by a cystostoma is carried 
out for the term up to three months. In the future, if a 
stricture of the urethra recurs, it is possible to perform a 
DVIU or an anastomotic reconstruction.

In the presented clinical recommendations, conser-
vative treatment of urethral strictures (recanalization, 
dilatation, stenting) or performing DVIU is allowed. If they 
are ineffective, the second stage is used for urethroplastic 
reconstruction. In the clinical recommendations of the 
American Urological Association of 2016, the possible 
negative impact of DVIU and conservative treatment meth-
ods on the prognosis of the course of urethral strictures 
is indicated. Replacement methods of urethroplasty are 
absent in the presented algorithms because of their low ef-
ficiency and lack of advantages over anastomotic methods.

ENDOUROLOGICAL METHODS

Performing blind dilatation of strictures of the BMP of 
the urethra is not recommended because of the high risk 
of forming a false stroke. The method does not lead to a 
cure, allowing to maintain an independent urination for 
several weeks. Recurrence after dilatation is an indication 
for choosing a different method of treatment. Indication 
for repeated dilatation is the inability to perform urethral 
reconstruction [6, 27]Khyber Medical Centre and Khyber 
Teaching Hospital Peshawar from July 2004 to June 2008. 
RESULTS: A total of 146 male patients were included in 
the study. They were divided into two groups of 73 each 
on alternate basis. Group A was control group and group 
B with clean intermitting self dilatation and were followed 
upto 8 months. Study results showed a high rate of recur-
rence in control group A i.e. 42 patients (57.53%. After 
performing the DVIU, such patients are recommended to 
dilate the urethra by self-catheterization with an interval 
of several days to several weeks with a total duration of 
more than four months. This procedure is accompanied 
by painful sensations during the procedure [23, 43]. Con-
stant dilatation of the urethra significantly decreases the 
quality of life [35]frequency, difficulty and pain associated 
with intermittent self-dilation as well as interference of 
intermittent self-dilation with daily activity. The primary 
outcome was patient perceived quality of life. Multivariate 
analysis was performed to assess factors that affected this 
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outcome. RESULTS Included in the study were 85 patients 
with a median age of 68 years, a median of 3.0 years on 
intermittent self-dilation and a median frequency of 1 
dilation per day. On a 1 to 10 scale the median intermittent 
self-dilation difficulty was 5.0 ± 2.7, the median pain score 
was 3.0 ± 2.7 and median interference with daily life was 
2.0 ± 1.3. Overall quality of life in patients with stricture 
was poor (median score 7.0 ± 2.6 with poor quality of life 
defined as 7 or greater.

The urethral stents for the first time began to be 
applied since 1988. There are no stents to restore the 
permeability of the BMP of the urethra. The use of urethral 
stents with post-traumatic strictures or a pronounced 
fibrous process is contraindicated because of the high 
risk of scarring into the lumen of the stent [5, 26, 46]. For 
uncoated metallic stents, the expected obstruction by a 
neoplastic or granulation tissue in the first six months 
reaches 51.2 %. Polymer coatings (teflon, polyurethane 
and silicone) reduce the risk of obstruction approximately 
twice. Currently, there are special modifications of stents 
to correct stenosis of anastomoses and treatment of pa-
tients with severe concomitant pathology, which cannot 
perform surgical reconstruction [9, 21]4%-9% of men 
after brachytherapy and 1%-13% after external beam 
radiotherapy will develop stenosis. The rate will be great-
er after combination therapy and can exceed 40% after 
salvage radical prostatectomy. Although postradical pros-
tatectomy stenoses mostly develop within 2 years, postra-
diotherapy stenoses take longer to appear. Many result in 
storage and voiding symptoms and can be associated with 
incontinence. The evaluation consists of a workup similar 
to that for lower urinary tract symptoms, with additional 
testing to rule out recurrent or persistent prostate cancer. 
Treatment is usually initiated with an endoscopic ap-
proach commonly involving dilation, visual urethrotomy 
with or without laser treatment, and, possibly, UroLume 
stent placement. Open surgical urethroplasty has been re-
ported, as well as urinary diversion for recalcitrant steno-
sis. A proposed algorithm illustrating a graded approach 
has been provided.”,”author”:[{“dropping-particle”:””,”-
family”:”Herschorn”,”given”:”Sender”,”non-dropping-par-
ticle”:””,”parse-names”:false,”suffix”:””},{“dropping-parti-
cle”:””,”family”:”Elliott”,”given”:”Sean”,”non-dropping-par-
ticle”:””,”parse-names”:false,”suffix”:””},{“dropping-par-
ticle”:””,”family”:”Coburn”,”given”:”Michael”,”non-drop-
ping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix”:””},{“drop-
ping-particle”:””,”family”:”Wessells”,”given”:”Hunter”,”no-
n-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix”:””},{“-
dropping-particle”:””,”family”:”Zinman”,”given”:”Leon-
ard”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suf-
fix”:””}],”container-title”:”Urology”,”id”:”ITEM-1”,”issue”:”3 
Suppl”,”issued”:{“date-parts”:[[“2014”,”3”]]},”page”:”S59-
70”,”title”:”SIU/ICUD Consultation on Urethral Strictures: 
Posterior urethral stenosis after treatment of prostate can-
cer.”,”type”:”article-journal”,”volume”:”83”},”uris”:[“http://
www.mendeley.com/documents/?uuid=9bf8ed20-
9fca-3bbd-85df-0b166f8703e5”]},{“id”:”ITEM-2”,”i
temData”:{“ISSN”:”0004-0614”,”PMID”:”27725336”,”ab-
stract”:”Urethral stents were first introduced in 1988, 
and since then, they have undergone significant improve-
ments. However, they did not gain a wide popularity 
and their use is limited to a small number of centers 

around the world. Urethral stents can be used in the 
entire urethra and for various and diverse indications. 
In the anterior urethra, it can be used to treat urethral 
strictures. In the prostatic urethra, they can be used for 
the treatment of prostatic obstruction, including benign, 
malignant and iatrogenic prostatic obstruction. Moreover, 
although not widely used, it can be also applied for the 
treatment of posterior urethral stricture and bladder 
neck contracture, usually resulting in urinary inconti-
nence and the need for subsequent procedures. Our main 
experience are with Allium urethral stents, and as such, 
we provide the latest updates in urethral stents with 
special emphasis on the various types of Allium urethral 
stents: bulbar, prostatic and bladder neck stents.”,”-
author”:[{“dropping-particle”:””,”family”:”Bahouth”,”-
given”:”Z”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Mey-
er”,”given”:”G”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Yildiz”,”-
given”:”G”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Nativ”,”-
given”:”O”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Moskov-
itz”,”given”:”B”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””}],”container-title”:”Archivos espanoles 
de urologia”,”id”:”ITEM-2”,”issue”:”8”,”issued”:{“date-p
arts”:[[“2016”,”10”]]},”page”:”601-606”,”title”:”Update 
in urethral stents.”,”type”:”article-journal”,”vol-
ume”:”69”},”uris”:[“http://www.mendeley.com/
documents/?uuid=22420580-e18d-320a-aa9d-387
df9f4c458”]}],”mendeley”:{“formattedCitation”:”[9, 
21]”,”plainTextFormattedCitation”:”[9, 21]”,”previous-
lyFormattedCitation”:”[47; 52]”},”properties”:{“noteIn-
dex”:0},”schema”:”https://github.com/citation-style-lan-
guage/schema/raw/master/csl-citation.json”}. Complica-
tion of the urethral stent, in addition to the germination of 
scar tissue, is a dislocation into the bladder and ischemia 
of the urethra.

Recanalization is a method of restoring the urethra 
on a catheter, performed in the bladder with a fibroure-
throcystoscope. When the urethra is recanalized in a 
patient with a distraction defect, drainage of the urethra 
by the catheter should be stopped only when the re-epi-
thelization of the affected area is completed [15]. At week 
9, it is achieved in 83 % of patients, the remaining 13 % 
– by the 12th week of drainage. This technique does not 
guarantee a cure, and the process of re-epithelialization 
should be controlled by the method of periodic flexible 
ureteroscopy. The overall efficiency of recanalization is 
low. The subsequent formation of strictures is revealed 
in 14–79 % of cases, urinary incontinence is < 5 %, im-
potence is 10–55 % [33, 38]post-void residual and cysto-
scopic evaluation. Failure of early endoscopic realignment 
was defined as patients requiring urethral dilation, direct 
vision internal urethrotomy, posterior urethroplasty or 
self-catheterization after initial urethral catheter removal. 
RESULTS A total of 19 consecutive patients (mean age 
38 years.

DVIU is the development of the blind uretrotomy 
technique, allowing to improve the effectiveness and 
reduce the incidence of complications. It is performed by 
a cold knife or laser. Strictly contraindicated is holding 
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power tools. In the case of subtotal lesion or complete 
obliteration of the urethral lumen, DVIU can be used in 
the direction of bougie, or by the method of “counter light”.

The overall effectiveness of the DVIU in the treatment 
of strictures of the proximal part of the bulbar urethra is 
from 20 to 75 % according to different data [32, 33, 39]
compared with 24 of 29 patients with shorter strictures 
(p = 0.001, and depends on the cause of the formation and 
extent of urethral stricture. The effectiveness of this pro-
cedure for lesion of the posterior urethra is doubtful, and 
with complete obliteration of the lumen – critically low 
[34]morbidity, and outcomes of open versus endoscopic 
treatment of posttraumatic posterior urethral strictures. 
We compared two groups of men with strictures of the 
posterior urethra after pelvic fracture: Group I (n = 6.

It is allowed to perform DVIU in the development 
of unextended stenosis of urethral anastomosis [12]San 
Francisco experience with delayed anastomotic posterior 
urethroplasty for management of these injuries. MATERI-
ALS AND METHODS Since 1979 all patients undergoing 
posterior urethroplasty by a single surgeon at University 
of California, San Francisco and its affiliated hospitals 
have been entered prospectively into a patient registry. 
For this cohort descriptive statistics were calculated and 
recurrence was analyzed with the Kaplan-Meier method. 
Success was defined as no recurrence (by symptoms 
and/or retrograde urethrogram, or with strictures less 
than 10 mm in length [20, 30, 57]including age, etiology, 
length and site of the strictures, and catheter duration. 
Only patients with a minimum followup of 2 years were 
included. Regular self-catheterization was not used by 
any child. RESULTS A total of 31 patients (mean age 11.2 
years, range 2 to 18. Repeated DVIU do not bring healing 
[4] and complicate the subsequent treatment [1], wors-
ening the course of the disease [22, 24, 34]thus excluding 
those with hypospadias, lichen sclerosus, pelvic radiation, 
prior urethroplasty, incomplete data, or pure penile or 
posterior urethral stenosis. Cases were divided into 2 
groups based on the history of transurethral treatment 
for urethral stricture before urethroplasty, including 
group 1-0 or 1 and group 2-2 or greater treatments. RE-
SULTS Of 101 patients with bulbar urethral stricture and 
all data available 50 and 51 underwent 0 to 1 and 2 or 
greater previous transurethral treatments, respectively. 
Repeat transurethral manipulation was strongly asso-
ciated with longer strictures and the need for complex 
reconstruction. Repeat transurethral manipulation of 
bulbar urethral strictures was also associated with an 
eightfold increase in disease duration between stricture 
diagnosis and curative urethroplasty. CONCLUSIONS 
Repeat transurethral manipulation of bulbar strictures 
is associated with increased stricture complexity and 
a marked delay to curative urethroplasty.”,”author”:[{“-
dropping-particle”:””,”family”:”Hudak”,”given”:”Steven 
J”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix-
”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Atkinson”,”given”:”-
Timothy H”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Morey”,”-
given”:”Allen F”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””}],”container-title”:”The Journal of 
urology”,”id”:”ITEM-1”,”issue”:”5”,”issued”:{“date-p
arts”:[[“2012”,”5”]]},”page”:”1691-5”,”title”:”Repeat 

transurethral manipulation of bulbar urethral stric-
tures is associated with increased stricture com-
plexity and prolonged disease duration.”,”type”:”ar-
ticle-journal”,”volume”:”187”},”uris”:[“http://www.
mendeley.com/documents/?uuid=b4763632-561f-
3f1e-a85f-083522465819”]},{“id”:”ITEM-2”,”item-
Data”:{“DOI”:”10.1016/j . juro.2013.01.014”,”IS
SN”:”1527-3792”,”PMID”:”23313208”,”abstract”:”PUR-
POSE The long-term success rate of dilation and/or in-
ternal urethrotomy is low in cases of recurrent urethral 
stricture. We investigated the ability of the Memokath™ 
044TW stent to maintain urethral patency after dilation 
or internal urethrotomy for recurrent urethral stricture. 
MATERIALS AND METHODS A total of 92 patients with 
recurrent bulbar urethral strictures (mean length 2.7 
cm, therefore, in case of relapse, another method of 
treatment should be chosen. DVIU can provoke the defeat 
of the sphincter mechanism, and, consequently, urinary 
incontinence.

With distraction defects of the urethra, it is not rec-
ommended to perform a delayed DVIU, but to perform the 
plastic reconstruction. In such a situation, any excessive 
urethral interventions should be avoided, as they can 
delay or worsen treatment outcomes [12]San Francisco 
experience with delayed anastomotic posterior urethro-
plasty for management of these injuries. MATERIALS AND 
METHODS Since 1979 all patients undergoing posterior 
urethroplasty by a single surgeon at University of Califor-
nia, San Francisco and its affiliated hospitals have been 
entered prospectively into a patient registry. For this co-
hort descriptive statistics were calculated and recurrence 
was analyzed with the Kaplan-Meier method. Success was 
defined as no recurrence (by symptoms and/or retrograde 
urethrogram. With incomplete separation of the posterior 
urethra and partial preservation of the urethral lumen, it 
is possible to perform DVIU with the first stage followed 
by self-catabolization in certain groups of patients.

In cases of neurogenic disorders of urination due to 
spinal trauma, when intermittent catheterization is re-
quired, the patient may be required to perform periodic 
DVIU in order to maintain urethral patency.

ANASTOMOTIC URETHROPLASTICS

With stricture of the posterior urethra, delayed anas-
tomosing urethroplasty is the recommended method of 
care for most patients. Its use after traumatic injury of the 
urethra is possible after 2–3 months, for other etiologic 
reasons – the term is determined individually. Emergency, 
urgent or delayed urethroplasty is contraindicated, as it 
is accompanied by a very high risk of complications (im-
potence – 56 %, incontinence – 21 %).

Anastomotic operations are performed through per-
ineal access in a modified lithotomy position. The need 
for additional suprapubic access is rare, usually with 
the correction of the neck of the bladder. Most surgeons 
consider perineal access to be sufficient for visualization 
of the entire membranous urethra, and transpubic access 
– not having significant advantages for greater complexity 
of execution and high traumatism.

Classical anastomosing method (by Turner-Warwick) 
involves matching the ends of the urethra after excision of 
the affected area. When revealing extensive strictures of 
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the BMP to compensate for a decrease in its length after 
excision, in some cases, dissection of the intercavernosum 
septum, resection of the lower branch of the pubic bone, or 
movement of the urethra (rerouting) over the cavernous 
body foot (Webster’s method) are needed. This set of tech-
niques is technically difficult, it requires a lot of time and 
involves a high risk of operational injury. Nevertheless, 
the efficiency of such anastomotic reconstruction reaches 
85–90 % [13, 18, 41, 52]1-stage delayed repairs of com-
plete posterior urethral ruptures in 60 men with at least 
1-year followup were reviewed. Two ruptures were due 
to gunshot wounds and 58 were secondary to a pelvic 
fracture. There were 58 repairs done by the perineal ap-
proach and 5 required an abdominal perineal approach. 
RESULTS Surgical complications included 2 (3%.

The implementation of anastomotic reconstruc-
tion is accompanied by damage to various anatomical 
structures of the perineum, which can lead to a number 
of complications. Urinary incontinence often develops 
due to the surgical trauma of any of the elements of 
the distal urinary sphincter. In case of its occurrence, 
expensive implantation of an artificial urinary sphincter 
will be required, however, not guaranteeing disposal 
of incontinence [41]. Violation of erectile function is a 
consequence of the destruction of cavernous vessels 
and nerves. The risk of severe erectile dysfunction after 
anastomotic urethroplasty is more than 5 %, and the risk 
of impairment of erectile function reaches 36–38 % [36, 
54]suggesting a neurogenic aetiology in the majority. 
Bilateral pubic rami fracture was also associated with a 
high incidence of impotence. CONCLUSION Disruption 
of the cavernosal nerves lateral to the prostatomembra-
nous urethra behind the symphysis pubis is the most 
likely cause of impotence in this injury.”,”author”:[{“drop-
ping-particle”:””,”family”:”Mark”,”given”:”S D”,”non-drop-
ping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix”:””},{“drop-
ping-particle”:””,”family”:”Keane”,”given”:”T E”,”non-drop-
ping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix”:””},{“-
dropping-particle”:””,”family”:”Vandemark”,”given”:”R 
M”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”-
suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Webster”,”-
given”:”G D”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””}],”container-title”:”British journal of 
urology”,”id”:”ITEM-1”,”issue”:”1”,”issued”:{“date-pa
rts”:[[“1995”,”1”]]},”page”:”62-4”,”title”:”Impotence 
following pelvic fracture urethral injury: incidence, 
aetiology and management.”,”type”:”article-journal”,”vol-
ume”:”75”},”uris”:[“http://www.mendeley.com/doc-
uments/?uuid=e7699bda-da92-30a9-acc6-5dda-
f 4 3 a 5 8 3 7 ” ] } , { “ i d ” : ” I T E M - 2 ”,” i t e m D a t a ” : { “ -
DOI”:”10.1097/01.ju.0000067660.51231.05”,”IS
SN”:”0022-5347”,”PMID”:”12771742”,”abstract”:”PUR-
POSE Erectile dysfunction is a common sequel of pelvic 
fractures, particularly those associated with posterior 
urethral injury when it can be neurogenic or arteriogenic 
due to damage to the cavernous nerves or branches of 
the pudendal arteries. We studied erectile function of 
patients with posterior urethral injuries due to pelvic 
fractures. MATERIALS AND METHODS Patients referred 
for posterior urethral reconstruction and strictures due 
to pelvic fractures were evaluated before reconstruction. 
All patients underwent nocturnal penile tumescence 

testing, and if those results were abnormal, penile duplex 
ultrasound with intracavernous injection was performed. 
Patients with normal vascular function on duplex ultra-
sound were diagnosed with neurogenic erectile dysfunc-
tion. Those patients with abnormal arterial function on 
duplex ultrasound underwent arteriography to further 
define the extent and location of arterial damage. RESULTS 
The study included 25 consecutive patients with posterior 
urethral strictures and a mean age of 28.6 years. Of the 
patients 18 (72%.

There are several variants of vessel-sparing anasto-
motic operations (Jordan’s method [25]10 patients under-
went vessel sparing urethral reconstruction including 3 
after radical prostatectomy, 6 following straddle trauma 
and 1 potentially with a congenital stricture. A plane was 
developed between the urethra and the proximal blood 
supply at the bulbospongiosum, allowing for division 
of the urethra without dividing the spongy tissue of the 
corpus spongiosum or the arteries to the bulb. Only 7 
patients are presented for data analysis because the other 
3 have not had sufficient followup to date. RESULTS Pa-
tient age range was 15 to 72 years (mean 47, alternative 
intraurethral anastomosis of Andrich  –  Mundy [7] and 
others) that prevent violations of the normal blood supply 
of the corpus spongiosum and successfully perform the 
reconstruction of the distal strictures of the urethra. These 
methods for their technical characteristics are limitedly 
applicable for lesions longer than 2–3 cm.

The presence of strictures of the distal urethra limits 
the use of anastomotic reconstruction. The effectiveness 
of one-stage or subsequent reconstruction is reduced 
due to a violation of the blood supply to the corpus spon-
giosum [28]. Particular attention is required to patients 
with congenital hypospadias due to more severe ischemic 
disorders of the blood supply of the bulbar urethra during 
its devascularization.

SUBSTITUTING URETHROPLASTICS

In addition to the anastomotic reconstruction, 
substitution urethroplasty is used. In cases where it is 
impossible to perform an anastomosing operation (with 
an extensive distraction defect, urethral strictures longer 
than 7 cm, or with ineffectiveness of the preceding anas-
tomotic urethroplasty), it is recommended to do the flap 
or graft reconstruction [42].

The membrane of the urethra is not surrounded 
by feeding structures. It passes in the thickness of the 
muscles of the pelvic floor and consists of a gentle tran-
sitional epithelium. It is believed that the anastomotic 
reconstruction of the membranous urethra is preferable 
to graft replacement due to poor survival of the flaps on 
the muscular base [11]22 urethral reconstructions were 
completed using a graft of buccal mucosa. Eighteen of 
22 patients had previously failed hypospadias repairs, 
while three had bulbar urethral stricture and one had 
penile carcinoma. Grafts were taken from either the 
inner cheek or the lower lip, and seven were used as a 
combined graft. Onlay grafts were used in 6 cases and 
tubularized grafts in 16 cases. RESULTS Two patients 
developed complications at the donor site. Nine of 22 
patients had complications of the urethroplasty-two had 
meatal stenosis, four developed a urethral fistula, and 
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three developed urethral stricture. All complications 
have been managed successfully to date. CONCLUSIONS 
Buccal mucosa is an excellent source of graft material 
for urethral replacement in complex urethroplasties. It 
is readily available, in abundant supply, and has physical 
properties beneficial to free graft survival.”,”author”:[{“-
dropping-particle”:””,”family”:”Caldamone”,”given”:”A 
A”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suffix-
”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Edstrom”,”given”:”L 
E”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”-
suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Koyle”,”-
given”:”M A”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
fa lse ,”suf f ix” : ””} , {“dropping-part ic le” : ””,” fam -
ily”:”Rabinowitz”,”given”:”R”,”non-dropping-parti-
cle” :””,”parse-names”: fa lse ,”suff ix” :””} , {“drop -
ping-part ic le” :””,” family ” :”Hulbert”,”given”:”W 
C”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suf-
fix”:””}],”container-title”:”Urology”,”id”:”ITEM-1”,”is-
sue”:”5A Suppl”,”issued”:{“date-parts”:[[“1998”,”5
”]]},”page”:”15-9”,”title”:”Buccal mucosal grafts for 
urethral reconstruction.”,”type”:”article-journal”,”vol-
ume”:”51”},”uris”:[“http://www.mendeley.com/docu-
ments/?uuid=e46c743a-f8ab-32b8-91b7-d53dcaa63
798”]}],”mendeley”:{“formattedCitation”:”[11]”,”plain-
TextFormattedCitation”:”[11]”,”previouslyFormatted-
Citation”:”[9]”},”properties”:{“noteIndex”:0},”sche-
ma”:”https://github.com/citation-style-language/
schema/raw/master/csl-citation.json”}.

The experimental work performed on animals can be 
considered as an evidence against the hypothesis of poor 
engraftment of grafts on a muscular basis. The study estab-
lished [3] that the survival rate of the buccal graft on the 
gallbladder of the penis is 93.4 %, on the muscle – 90.7 %, 
on fat – 81 %. Thus, the reason for the ineffectiveness of 
the replacement urethroplasty of the membranous part of 
the urethra is not the muscular basis for transplantation, 
but the disruption of normal blood supply in the surgery 
area and the use of tubularized grafts.

The creation of a urethral tube from a revascularized 
radial flap is technically complex and time-consuming [14, 
48]particularly in patients who have had previous ampu-
tation for penile tumour or who have undergone gender 
reassignment. Many reconstructive techniques currently 
in use recreate the urethra but are prone to recurrent 
stricture formation and fail to achieve micturition with a 
good stream when standing. The authors propose using the 
radial forearm fasciocutaneous free flap as a single-stage 
technique of male urethral reconstruction. METHODS 
During 1999-2004, nine patients underwent microsurgical 
reconstruction of the male urethra using the radial fore-
arm fasciocutaneous free flap. Three patients underwent 
urethral reconstruction following previous subcutaneous 
penectomy for penile cancer. Another six patients had 
urethral reconstruction performed after failure of primary 
urethra construction as part of their gender reassignment 
surgery. RESULTS The average age at the time of surgery 
was 35.1 yr (range: 22-55 yr. Indication for such an op-
eration is the impossibility of repeated anastomosing or 
too long defect of the urethra for anastomosing [44]. This 
method is also widely used in the formation of a penoid.

Urethroplasty with a tubularized flap is performed 
from crotch access. The transplant is sewn circularly 

on the urethral catheter with the proximal end fixed 
with a 3-0 thread. Then the transplant is cut along the 
length of the defect and anastomosed with the distal 
end of the urethra, beginning with the dorsal semicircle. 
This one-step approach leads to a high risk of relapse 
(about 50 %) [47]pedicled flap, free graft and complex 
urethral reconstruction are reported. New trends such 
as dorsal urethroplasty and the use of buccal mucosa 
are reviewed. SUMMARY Most urethral strictures can 
be managed successfully by urethral surgery. A wide 
spectrum of effective procedures is available. To obtain 
optimal results, adequate knowledge and experience of 
the most common techniques are required.”,”author”:[{“-
dropping-particle”:””,”family”:”Pansadoro”,”given”:”Vi-
to”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”suf-
fix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Emiliozzi”,”-
given”:”Paolo”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””}],”container-title”:”Current opinion 
in urology”,”id”:”ITEM-1”,”issue”:”3”,”issued”:{“date
-parts”:[[“2002”,”5”]]},”page”:”223-7”,”title”:”Which 
urethroplasty for which results?”,”type”:”article-jour-
nal”,”volume”:”12”},”uris”:[“http://www.mendeley.com/
documents/?uuid=fa620485-5aa7-3428-862d-0a698b9
04277”]}],”mendeley”:{“formattedCitation”:”[47]”,”plain-
TextFormattedCitation”:”[47]”,”previouslyFormatted-
Citation”:”[37]”},”properties”:{“noteIndex”:0},”sche-
ma”:”https://github.com/citation-style-language/
schema/raw/master/csl-citation.json”}.

Alternative methods of substitution urethroplasty: 
combined tissue transfer (for example, dorsal transbul-
bar transplantation in combination with a ventral flap 
in one stage), combined dorsal and ventral transplants 
(Asopa [8]and an elliptical raw area was created over 
the tunica on which a free full-thickness graft of pre-
putial or buccal mucosa was secured. The urethra was 
retubularized in one stage. RESULTS After a follow-up of 
8 to 40 months, one recurrence developed and required 
dilation. CONCLUSIONS The ventral sagittal urethroto-
my approach for dorsal free graft urethroplasty is not 
only feasible and successful, but is easy to perform.”,”au-
thor”:[{“dropping-particle”:””,”family”:”Asopa”,”given”:”H 
S”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”-
suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Garg”,”-
given”:”M”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Singha-
l”,”given”:”G G”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Sing-
h”,”given”:”L”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Asopa”,”-
given”:”J”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:false,”-
suffix”:””},{“dropping-particle”:””,”family”:”Nischal”,”-
given”:”A”,”non-dropping-particle”:””,”parse-names”:-
false,”suffix”:””}],”container-title”:”Urology”,”id”:”ITEM-1-
”,”issue”:”5”,”issued”:{“date-parts”:[[“2001”,”11”]]},”page”:
”657-9”,”title”:”Dorsal free graft urethroplasty for urethral 
stricture by ventral sagittal urethrotomy approach.”,”-
type”:”article-journal”,”volume”:”58”},”uris”:[“http://
w w w. m e n d e l e y. c o m / d o c u m e n t s / ? u u i d = 2 4 e -
61b2a-a140-39c9-911f-68ac37d33afe”]}],”mendeley”:{“-
formattedCitation”:”[8]”,”plainTextFormattedCita-
tion”:”[8]”,”previouslyFormattedCitation”:”[14]”},”prop-
erties”:{“noteIndex”:0},”schema”:”https://github.
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com/citation-style-language/schema/raw/master/
csl-citation.json”}, Barbagli, Kulkarni methods). The 
effectiveness of similar methods of replacement of 
the BMP plasticity varies greatly, reaching 92.9  % 
(n = 14) [19]”ISSN”:”1699-7980”,”PMID”:”24948356”,”ab-
stract”:”INTRODUCTION Urethroplasty with oral mu-
cosa grafting is the most popular technique for treating 
nontraumatic bulbar urethral strictures; however, cases 
involving the membranous portion are usually treated 
using progressive perineal anastomotic urethroplasty. We 
assessed the feasibility of performing dorsal (or ventral. 
The limitation is the dissection of vessels and nerves, 
analogous to anastomotic methods, which can (30  % 
chance) lead to impaired erectile function or urinary 
incontinence [10].

Intraurethral replacement plastic [56]21 ANTA, de-
scribed in 2012, is one of the most complex of substitute 
urethroplasty methods. This technique is performed with 
strictures of the proximal part of the bulbar urethra. In the 
BMP of the urethra this method is not applicable.

Rarer techniques such as endoscopic urethroplasty 
with a skin or mucosal flap with different fixation mech-
anisms have the advantage of being less invasive, but not 
sufficiently studied to talk about their success. Preliminary 
data are contradictory – the effectiveness was from 54.5 
to 80 % [17, 31]endoscopic antegrade urethroplasty was 
performed in 11 patients with recurrent vesicourethral 
anastomotic strictures that developed after retropubic 
radical prostatectomy (RRP.

The most promising new method for the reconstruc-
tion of the posterior urethra is tissue-engineering surgery 
[16, 53]re-epithelialization, and remodeling that are 
limited by the size of the defect. Scar formation occurs 
because of an inability of native cells to regenerate over 
the defect before fibrosis takes place. We investigated 
the maximum potential distance of normal native tissue 
regeneration over a range of distances using acellular 
matrices for tubular grafts as an experimental model. 
MATERIALS AND METHODS Tubularized urethroplasties 
were performed in 12 male rabbits using acellular matri-
ces of bladder submucosa at varying lengths (0.5, 1, 2, and 
3 cm. In a pilot study [49] published in 2011, the results of 
the replacement of the BMP of the urethra in 10–14 year 
old boys with the use of tissue-engineered tubular flaps 
were analyzed. With a median follow-up of 71 months, 
the efficacy was 100 %. Similar results claim a new “gold 
standard” of assistance after a multicenter study [55].

CONCLUSION

Based on the review of currently used methods 
for treating of strictures of the BMP of the urethra, it is 
possible to draw a number of conclusions. First, DVIU is 
ineffective and dangerous operation, which can worsen 
the results of subsequent treatment and make the dis-
ease more difficult. Secondly, there is a significant group 
of patients for whom the performance of anastomotic 
reconstruction can lead to negative consequences due 
to damage to anatomical perineal structures (perineal 
muscles, urethral sphincter, vessels and nerves of the 
urethra and penis). Third, the methods of traditional 
substitution urethroplasty are inferior in effectiveness 
to anastomotic reconstructions, or are not available in 

everyday urological practice for technical reasons (tis-
sue-engineering surgery).

In summary, the stricture of the BMP of the urethra 
is a rare, but extremely urgent and dangerous pathology. 
The given conclusion is caused by technical complexity, 
low efficiency and heavy consequences of existing meth-
ods of treatment.

Thus, there is a need to develop a different, more ef-
fective method of helping patients with strictures of BMP 
of the urethra, the proximal part of the bulbar urethra or 
stenoses of anastomoses in the posterior urethra.
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К настоящему моменту накоплен огромный массив данных, свидетельствующий о влиянии слабых магнитных 
полей, связанных с солнечной и геомагнитной активностью, на биологические системы разного уровня. 
Известно, что геомагнитные возмущения наряду с параметрами земной погоды (температура окружающей 
среды, влажность воздуха, атмосферное давление и т.п.) оказывают воздействие на физиологические 
показатели организма человека, развитие сердечно-сосудистых патологий, нервных и психических 
заболеваний. В то же время механизмы воздействия, с помощью которых геомагнитные поля влияют на 
биологические системы, в том числе человека, остаются не ясны. Одним из подходов, позволяющим сузить 
поиск механизмов, условий максимальной биотропности геомагнитных возмущений, может служить 
сравнительное исследование динамики разных биологических показателей, проявляющих чувствительность 
к влиянию геомагнитных полей. При этом усилением исследований будет является дополнительное 
включение в анализ характеристик (показывающих чувствительность к геомагнитным полям) биообъектов, 
которые находятся в контролируемых лабораторных условиях. В рамках данного подхода, на предмет 
связи с вариациями магнитного поля Земли нами были исследованы: динамика количества выездов скорой 
медицинской помощи в г. Иркутске по диагнозам острый инфаркт миокарда, инфаркт мозга; количество 
спонтанной родовой деятельности. В качестве показателя, полученного в контролируемых условиях, 
бралась динамика двигательной активности лабораторных популяций Drosophila melanogater. Результаты 
исследований подтвердили чувствительность выбранных характеристик к геомагнитным возмущениям. 
Кроме того, были обнаружены различия в количестве выездов скорой помощи и проявлении активности 
групп особей плодовой мушки во время магнитных бурь в зависимости от пола. 
Ключевые слова: геомагнитные возмущения, биологические системы, механизм воздействия, скорая ме-
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At present, influence of weak magnetic fields associated with solar and geomagnetic activity on biological systems is 
gaining more interest. Taking into account the accumulated data on the influence of geomagnetic storms on different 
biological levels, it is obvious that the mechanism of influence is universal. One of the approaches in this search may be 
the study of patterns and differences in the response to geomagnetic storms of various biological objects. As a research 
material served: data on the number of ambulance calls in the city of Irkutsk for acute myocardial infarction, cerebral 
infarction; results of retrospective analysis of the number of spontaneous parturition of the city of Irkutsk; data on the 
motion activity of fruit fly Drosophyla melanogaster, obtained by automated monitoring. The investigated indicators 

*  Статья опубликована на основании доклада на III Всероссийской научно-практической конференции молодых учёных 
«Фундаментальные и прикладные аспекты в медицине и биологии» (Иркутск, октябрь, 2018).
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were compared with the parameters of geomagnetic activity at different time scales. As indicators of geomagnetic storms, 
three-hour (ap) and daily (Ap) equal to the average amplitude of variation of the geomagnetic field of the Earth. In the 
case of comparing the motion activity of fruit flies with magnetic storms, the local companions of the Earth’s magnetic 
field were additionally considered according to the data of the Irkutsk magnetic observatory. As a result of the conducted 
studies it was established that the detected response of biological systems depends on the characteristics of the state 
of the Earth’s magnetic field, which falls on the period of passage of magnetic storms. The obtained data also indicate 
possible gender differences in the response to the effects of the geomagnetic factor by organisms of different levels. 
Key words: geomagnetic disturbances, biological systems, impact mechanism, emergency medical care 

For citation: Bazhenov A.A., Prikop M.V., Averina A.S., Sukhovskaya V.V., Ukhova A.V. Response of Biological 
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На биологические системы действует множество 
экзогенных факторов: атмосферное давление, тем-
пература, влажность воздуха, социальные факторы, 
условия существования и ряд других экологических 
показателей. Одно из важных мест среди них за-
нимают геомагнитные возмущения, связанные с 
активностью Солнца. 

Влияние геомагнитных возмущений, относящих-
ся к слабым воздействиям, прослеживается на разных 
биологических системах [3], в том числе человеке. 
Известны факты о связи заболеваний и функцио-
нального состояния некоторых показателей сер-
дечно-сосудистой системы, нервных и психических 
заболеваний с геомагнитными возмущениями [2, 11, 
14, 17, 20]. В последнее время всё больше встречает-
ся работ, указывающих на возможную зависимость 
неблагоприятного состояния плода у беременных 
женщин или патологии при рождении [7, 13] с гелио-
геофизическими параметрами. 

Таким образом, можно утверждать, что к насто-
ящему моменту накоплен огромный массив инфор-
мации, свидетельствующий о влиянии вариаций 
магнитного поля Земли на биологические системы 
и здоровье человека. Однако недостаточная изучен-
ность и дискуссионность многих вопросов, касающих-
ся воздействия возмущений магнитного поля Земли, 
начиная от неопределённости механизмов и мишени 
воздействия, до проблемы воспроизводимости ре-
зультатов, требует проведения дополнительных ис-
следований. При этом акцент последних смещается от 
накопления доказательств геомагнитного влияния к 
поиску механизмов их воздействия [15, 19]. Важным 
этапом могут явиться уточняющие исследования, в 
частности, изучение таких влияний в зависимости от 
условий среды обитания, географической широты [8, 
9, 12], состояния самой биологической системы и т.д.; 
а также изучение различий и общих закономерностей 
адаптационной ответной реакции для систем разного 
уровня, разной таксономической принадлежности. 

В рамках данных направлений одним из под-
ходов изучения связи показателей человеческого 
организма с вариациями геомагнитной активности 
является использование биологических объектов, 
которые характеризуются простотой и доступностью 
для проведения магнитобиологических эксперимен-
тов и наблюдений. К таким биообъектам относится 
плодовая мушка Drosophila melanogaster, не только 
отличающаяся чувствительностью к магнитным по-
лям [18, 21, 22], но и не раз зарекомендовавшая себя 
в медико-биологических исследованиях [16, 23, 24].

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Поиск возможных закономерностей (различий) 
в ответной реакции биологических систем различ-
ного уровня (поведенческая активность Drosophila 
melanogaster, приступы острого инфаркта миокарда 
(ОИМ) и инфаркта мозга у пациентов, наступление 
спонтанной родовой деятельности) на геомагнитные 
возмущения в условиях проявления наибольшей био-
тропности магнитных бурь.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалами для исследования послужили: 
а) ежедневные данные количества вызовов 

скорой помощи в г.  Иркутске по диагнозам острый 
инфаркт миокарда и инфаркт мозга за период с 
1.01.2007  г. по 31.12.2010  г. Всего был проанализи-
рован 1461  день, 2729  случаев острого инфаркта 
миокарда и 9906 случаев инфаркта мозга. В качестве 
дополнительных параметров рассматривался пол и 
возраст обратившихся пациентов.

б) результаты ретроспективного анализа коли-
чества спонтанных родов в Областном перинаталь-
ном центре ГБУЗ Иркутской ордена «Знак почёта» об-
ластной клинической больницы (ОПЦ ГБУЗ «ИОКБ») 
за период с 1 января по 31 мая 2013 г. 

в) динамика двигательной активности лабора-
торной популяции Drosophila melanogaster, получен-
ная по результатам автоматизированного монито-
ринга за двигательной активностью лабораторной 
популяции Drosophila melanogater в г.  Иркутске, 
проходящем при круглосуточном освещении с под-
держанием постоянной температуры +25 ºC [5]. 

В работе соблюдали этические принципы, предъ-
являемые Хельсинкской Декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации (World Medical Association 
Declaration of Helsinki (1964, 2013 ред.)).

В качестве показателя геомагнитной активности 
использовался трёхчасовой (ар) и суточный (Ар) 
индекс, равный средней амплитуде вариации гео-
магнитного поля по земному шару. Дополнительно 
при рассмотрении геомагнитных бурь с учётом имею-
щихся минутных значений двигательной активности 
плодовых мушек использовались аналогичные по 
временному разрешению значения горизонтальной 
(H) и вертикальной (Z) компонент вектора гео-
магнитного поля по данным Иркутской магнитной 
обсерватории ИСЗФ РАН (IRT 52°17’ с. ш. 104°45’ в. д.). 

Сведения об уровне геомагнитной активности 
были получены из базы Центра прогнозирования 
космической погоды при Национальном управлении 
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по исследованию океанов и атмосферы США (NOAA, 
http://www.ngdc.noaa.gov), о компонентах вектора 
геомагнитного поля – из мировой сети обсервато-
рий, осуществляющих мониторинг магнитного поля 
Земли (INTERMAGNET, http://www.intermagnet.org). 

Отметим, что кроме параметров магнитного поля 
Земли учитывались метеорологические показатели. 

Статистический анализ проводился с помощью 
пакета программ STATISTICA 6.0 и STATGRAPHICS 
Plus. Для поиска взаимосвязи между исследуемыми 
временными рядами использовался корреляционный 
и кросскорреляционный анализы. Для сравнения 
средних значений выборок использовался t-критерий 
Стьюдента. В случае данных, распределение которых 
отличалось от нормального, статистическую значи-
мость различий между показателями определяли по 
U-критерию Манна  –  Уитни. Проверка на нормаль-
ность распределения осуществлялась с помощью 
критерия Колмогорова – Смирнова.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты корреляционного ана-
лиза показали наличие достоверной положительной 
корреляционной связи для количества выездов ско-
рой помощи по исследуемым диагнозам с Ар индексом. 
В случае обращения пациентов с ОИМ коэффициент 
корреляции равен 0,07 (p < 0,01). В случае обращения 
пациентов с инфарктом мозга коэффициент составил 
0,12 (p < 0,001). Необходимо отметить что, несмотря 
на достоверность, низкие значения коэффициентов 
корреляции указывают на слабость связи между 
количеством выездов скорой помощи и вариацией 
геомагнитного поля. Причиной этому может служить 
большая протяжённость изучаемых временных рядов, 
что, несомненно, повышает статистическую значи-
мость оценок доверительных интервалов, однако с 
учётом сложности биологических процессов, усиления 
вероятности проявления на больших промежутках 
времени влияния других факторов и т.д. снижает 
значение коэффициента корреляции исследуемых 
параметров, его практическую значимость. 

Одним из возможных способов преодоления 
данной трудности является разделение «основных 
временных рядов» на ряды с более коротким вре-
менным промежутком и их дальнейшее изучение (с 
обязательным учётом результатов корреляционного 
анализа для «основных рядов»). Такой подход исполь-
зовался в предыдущих работах авторов [1] при перво-
начальном изучении динамики количества выездов 
скорой помощи по диагнозам ОИМ и инфаркт мозга 
в г. Иркутске. Результаты этого изучения показали, 
что основной массив коэффициентов корреляции 
оставался в пределах значений, характеризующих 
слабую связь. Вероятной причиной (наряду с пере-
численными выше для «основных рядов») могла 
явиться нелинейность связи между количеством 
выездов скорой помощи и геомагнитной активно-
стью, ограничивающая (совместно с причинами 
для «основных рядов») применение классического 
корреляционного метода в дальнейшей детализации 
условий чувствительности биологических систем 
к влиянию геомагнитного фактора и поиску его 
механизмов. Поэтому в настоящей работе были ис-
пользованы дополнительные к корреляционному 
методы анализа данных. Один из которых заключался 
в распределении количества выездов скорой помощи 
в зависимости от состояния магнитного поля Земли. 
Данный метод показал, что число выездов скорой 
помощи к пациентам во время геомагнитных бурь 
(ар  ≥  39) по сравнению со спокойным состоянием 
геомагнитного поля (ар < 22) возрастало: для ОИМ – 
на 14,69 %, для инфаркта мозга – на 7,79 %. Однако 
в последнем случае различия не были достоверны.

Возрастание количества выездов скорой помо-
щи по диагнозу ОИМ во время геомагнитных бурь 
происходило за счёт увеличения числа инфарктов у 
мужчин (рис. 1). Так, количество выездов скорой по-
мощи к мужчинам во время геомагнитных бурь уве-
личивалось на 24,49 % по сравнению со спокойным 
состоянием магнитосферы. Для женщин показатели 
выездов скорой помощи во время прохождения маг-
нитных бурь и спокойным состоянием практически 

        
				    а 						                     б

Рис. 1.  Среднее значение количества вызовов скорой помощи, связанных с острым инфарктом миокарда, в зависимости 
от возмущения геомагнитного поля: а – мужчины; б – женщины; I – спокойное состояние геомагнитного поля 
(ар < 22); II – возмущённое состояние (22 < ар < 39); III – магнитная буря (ар ≥ 39).

Fig. 1.  The average value of the number of ambulance calls associated with acute myocardial infarction, depending on the geomagnetic 
field perturbation: а – men; б – women; I – quiet state of the geomagnetic field (ap < 22); II – disturbed state (22 < ar <39); III – 
magnetic storm (ar ≥ 39).
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не менялись. Очевидно такие различия связаны с 
особенностями протекания и симптоматикой [4, 6] 
инфаркта миокарда у мужчин и женщин.

В случае с показателями родовой деятельности, 
несмотря на отмеченную связь количества спонтанных 
срочных родов с геомагнитной активностью, по дан-
ным кросскорреляционного анализа, пик кросскорре-
ляционной кривой (r = 0,43, р < 0,05) приходится на 3-й 
день после бури (лаг +3)), говорить о её зависимости от 
состояния магнитного поля в связи с малой величиной 
анализируемого периода преждевременно.

Результаты исследования динамики поведения 
Drosophila melanogaster на предмет возможного 
влияния геомагнитного фактора показали наличие 
связи между параметрами вариаций магнитного 
поля Земли и активностью изучаемых биообъектов, 
проявление которой, как и в случае с показателями 
медицинской статистики, зависит от уровня геомаг-
нитной возмущённости. Так, при сравнении общих 
рядов активности мушек с Ар индексом, достоверной 
корреляционной связи обнаружено не было. Однако 
рассмотрение каждого опыта в отдельности с более 
высоким временным разрешением позволило вы-
явить отклик особей Drosophila melanogaster на гео-
магнитные возмущения, подтверждённый наличием 
достоверных коэффициентов корреляции (p < 0,05), 
приходящихся на опыты, во время проведения ко-
торых были зарегистрированы геомагнитные бури. 
При этом дополнительный анализ временных рядов 
двигательной активности в минутном временном мас-
штабе позволил обнаружить в динамике поведения 
плодовых мушек резкое скачкообразное повышение 
уровня их активности (рис. 2), появление которого со-
впадало с периодом регистрации магнитных бурь [10]. 
Важно отметить, что такое поведение было присуще 
в основном для групп самцов, нежели групп самок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в результате проведённых ис-
следований установлено, что обнаруженный отклик 

биологических систем зависит от характеристики 
состояния магнитного поля Земли, приходясь на 
период прохождения магнитных бурь. Кроме того, 
полученные данные свидетельствуют о возможных 
гендерных различиях при ответной реакции на 
воздействия геомагнитного фактора организмами 
разного уровня. Необходимо отметить, что имеет-
ся большое количество публикаций по влиянию 
геомагнитных возмущений на различные виды 
организмов, указывающих на обязательный учёт 
физиологических различий разных групп, при этом 
большинство из авторов акцентируются на возраст-
ной структуре [6, 11]. Однако установленный факт 
обращает внимание на необходимость исследования 
физиологических, поведенческих и других особен-
ностей, характеризующих особей разного пола, при 
изучении влияния геомагнитного воздействия на 
биологические системы. 

Авторы выражают благодарность д.б.н. Е.В. Оси-
повой за помощь и ценные советы при анализе мате-
риалов и оформлении статьи.

Авторы признательны за содействие Иркутской 
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В настоящее время актуальным направлением в медицине является создание иммунобиологических 
препаратов для повышения эффективности специфической иммунотерапии и иммунопрофилактики, 
содержащих в своём составе иммуномодуляторы, способные стимулировать отдельные реакции иммунного 
ответа. В связи с этим поиск и разработка новых безопасных и эффективных искусственных биоорганических 
комплексов, способных обеспечить иммунный ответ организма с целью снижения инфекционной 
заболеваемости, является важным направлением исследований.
В качестве таких перспективных соединений на данный момент могут выступать водорастворимые 
полимерные материалы и органо-неорганические полимерные нанокомпозиты с наночастицами различных 
металлов, обладающие иммуномодулирующими и бактерицидными свойствами.
Проведено исследование действия сополимера 1-винил-1,2,4-триазола с N-винилпирролидоном и 
нанокомпозитов на его основе с наночастицами золота и серебра на острую токсичность, функциональное 
состояние клеток иммунофагоцитарной системы экспериментальных животных и продукцию цитокинов 
IFN-γ, TNF-α и IL-4 лимфоцитами крови человека. Установлено, что исследуемые препараты не вызывают 
повышение температуры тела, уменьшение массы и гибель животных. Экспериментально показано, 
что они обладают разнонаправленным действием в условиях in vitro на продукцию цитокинов клетками 
крови человека, а также способностью повышать активность фермента окислительного взрыва и 
антиоксидантной защиты фагоцитов. 
Полученные данные позволяют обосновать необходимость дальнейшего исследования действий сополимера 
и нанокомпозитов на его основе в условиях in vitro и in vivo.
Ключевые слова: сополимер 1-винил-1,2,4-триазола с N-винилпирролидоном, нанокомпозиты, фагоциты, 
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The creation of immuno-biological drugs to increase the effectiveness of specific immunotherapy and immunoprophy-
laxis is a current trend in medicine to date. Therefore, the search and development of new safe and effective artificial 
bioorganic complexes (immunomodulators) capable of stimulating individual responses of immune system to reduce 
infectious morbidity is an important area of research.
At the moment, such promising preparations can be considered water-soluble polymeric materials and organo-inorganic 
polymer nanocomposites with nanoparticles of various metals which possess immunomodulating and bactericidal 
properties. 
The study results of the effects of 1-vinyl-1,2,4-triazole copolymer with N-vinylpyrrolidone and nanocomposites based on 
it with gold and silver nanoparticles on acute toxicity and functional state of immunophagocytic cells of experimental 
animals, as well as the production of IFN-γ, TNF-α and IL-4 by human blood lymphocytes are represented in this article. 
It was established that the tested preparations do not cause increase in body temperature, decrease in mass and death 
of animals. It was shown that they also have the multidirectional action on cytokine production by human blood cells 
in vitro, the ability to increase activity of оxidative stress-related enzymes and antioxidant protection of phagocytes.
The data obtained by us allow to explain the need for further investigation of the actions of nanocomposites and co-
polymer in vitro and in vivo.
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Современным направлением исследований в 
медицине является создание иммунобиологических 
препаратов для повышения эффективности специфи-
ческой иммунотерапии и иммунопрофилактики, экс-
тренной индукции неспецифической резистентности 
в эпидемически опасной ситуации. Используемые в 
практике вакцинные препараты содержат различного 
рода вещества, добавляемые с целью стабилизации, 
консервации или сорбции антигена, которые могут 
приводить к тяжёлым последствиям (осложнения 
и аллергизация привитых). Кроме того, некоторые 
бактериальные антигены и продукты геномных тех-
нологий, используемые при создании вакцинных пре-
паратов, обладают недостаточной иммуногенностью. 
Поэтому возникает необходимость включения в со-
став вакцин иммуномодуляторов, которые способны 
стимулировать отдельные реакции иммунного ответа 
[2, 6, 8]. Данные обстоятельства обуславливают не-
обходимость создания безопасных и эффективных 
искусственных биоорганических комплексов, спо-
собных обеспечить иммунный ответ организма. С 
учётом того, что специфические факторы, влияющие 
на резистентность макроорганизма, не всегда доста-
точно эффективны, важность поиска новых способов 
стимуляции иммунитета не вызывает сомнений. 

В настоящее время перспективными в этом на-
правлении являются водорастворимые полимерные 
материалы и органо-неорганические полимерные на-
нокомпозиты с наночастицами различных металлов, 
обладающие иммуномодулирующими и бактерицид-
ными свойствами [1, 5, 7, 9]. Разработка на их основе 
эффективных отечественных средств и препаратов 
для создания новых и усовершенствования уже име-
ющихся вакцин против возбудителей инфекционных 
болезней является актуальным. 

ЦЕЛЬ РАБОТЫ

Изучить действие сополимера 1-винил-1,2,4-
триазола с N-винилпирролидоном и его металло-
содержащих нанокомпозитов на функциональное 
состояние клеток иммунофагоцитарной системы в 
условиях in vitro. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе в качестве объекта исследования исполь-
зовали экспериментальные препараты, полученные в 
лаборатории функциональных полимеров Иркутского 
института химии им. А.Е. Фаворского СО РАН: сополи-
мер 1-винил-1,2,4-триазола с N-винилпирролидоном 
(СПЛ), нанокомпозит на основе СПЛ с наночастицами 
золота (НК-Au, содержание золота составляет 8,3 %, 
размеры наночастиц находятся в диапазоне 1–14 нм, 
из них преимущественное количество наночастиц зо-
лота (90 %) имеют размеры 1–4 нм) и с наночастицами 

серебра (НК-Ag, содержание серебра составляет 3,9 % 
с размерами наночастиц 2–6 нм). СПЛ синтезировали 
методом радикальной сополимеризации соответству-
ющих мономеров в присутствии инициатора азоби-
сизобутиронитрила. Нанокомпозиты НК-Ag и НК-Au 
синтезировали методом химического восстановления 
ионов металла из нитрата серебра (AgNO3) и золотох-
лористоводородной кислоты (HAuCl4) в водных рас-
творах СПЛ с последующей диализной очисткой через 
мембрану с размером пор 5 КДа (MFPI, Cellu Sep H1) 
и лиофильной сушкой. СПЛ и нанокомпозиты НК-Ag 
и НК-Au хорошо растворяются в воде и органических 
растворителях [4, 5].

Исследования проведены на 30 морских свинках 
(масса 200–250 г) и 100 белых беспородных мышах 
(18–20 г) обоих полов стандартных по условиям со-
держания, полученных из питомника ФКУЗ Иркутский 
научно-исследовательский противочумный институт 
Сибири и Дальнего Востока Роспотребнадзора. Жи-
вотных выводили из эксперимента в соответствии 
с «Правилами проведения работ с использованием 
экспериментальных животных», Приложение №  4, 
СП 1.3.1285-03, «Руководство по лабораторным живот-
ным и альтернативным моделям в биомедицинских 
целях» (2010), Европейской конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых в экспериментах 
и других научных целях (Страсбург, 1986). Количество 
животных для опыта подбирали с учётом получения 
статистически достоверных результатов. Для каждого 
срока наблюдения во всех сериях эксперимента мате-
риал брали от 5–10 морских свинок или белых мышей. 

При изучении действия экспериментальных пре-
паратов на продукцию лимфоцитами IFN-γ, TNF-α 
и IL-4 использовали кровь от пяти добровольцев, 
предоставивших своё добровольное информирован-
ное согласие для участия в исследовании. 

Изучение спонтанной/индуцированной продук-
ции цитокинов клетками крови человека проводили 
в группах: 1 – образцы со спонтанной продукцией 
цитокинов (контроль); 2 –индуцированные препара-
том СПЛ; 3 – индуцированные НК-Au; 4 – индуциро-
ванные НК-Ag. К 1 мл крови добавляли препараты в 
концентрации 20,0 мкг/мл и инкубировали в течение 
24  часов при 37  ±  1  °С. Концентрацию цитокинов 
определяли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа с использованием коммерческих 
тест-систем ЗАО «Вектор-Бест» (г.  Кольцово, Ново-
сибирская область) согласно инструкции производи-
теля и выражали в пг/мл. Учёт оптической плотности 
осуществляли на автоматическом ридере ELx 808 IU 
(Biotek Instruments Inc, США) при длине волны 450 нм. 

Для изучения влияния металлосодержащих на-
нокомпозитов на функциональное состояние клеток 
морских свинок фагоциты (106 фагоцитов/1,0 мл) в 
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условиях in  vitro примировали СПЛ, НК-Au или НК-
Ag в дозах 20,0 и 30,0 мкг/мл, в течение 60 мин при 
37 ± 1 °С с последующим определением суммарной 
активности Г-6-ФДГ [3]. Контролем служили клетки 
интактных животных. Активность супероксиддис-
мутазы (СОД) определяли в системах, содержащих 
макрофаги (106 фагоцитов в 1,0  мл) интактных 
морских свинок в условиях in vitro, стимулированных 
экспериментальными препаратами в течение 60 мин, 
контролем служили интактные фагоциты [3]. Учёт 
оптической плотности осуществляли на автоматиче-
ском ридере ELx 808 IU (Biotek Instruments Inc, США) 
при длине волны 340 нм в случае Г-6-ФДГ и 540 нм – в 
случае СОД. Об активации ферментов Г-6-ФДГ и СОД 
перитонеальными макрофагов судили по индексу 
стимуляции (ИС), который рассчитывали по форму-

ле (
ПО ПК

ПО

�
)100 %, где ПО – показатели в опытной 

группе, ПК – показатели в контрольной группе). 
Статистическую обработку данных проводили 

с использованием пакета прикладных программ 
«STATISTICA» версия 6.1 параметрическим критерием 
Стьюдента с поправкой Бонферрони и непараметриче-
ским критерием Краскела – Уоллиса для сравнения не-
скольких независимых выборок. Полученные данные 
выражали в виде медианы (Me) и диапазона квартиль-
ных отклонений (Q25; Q75). При этом различия считали 
достоверными при уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При испытании тестируемых препаратов (СПЛ, 
НК-Au, НК-Ag) на острую токсичность установлено, что 
они при однократном подкожном введении в дозах 1,0; 
0,1 и 0,01 г сухого вещества на кг веса животного не 
вызывали гибели белых мышей, а также повышения 
температуры и уменьшения массы тела, по сравнению 
с исходной. Важно отметить, что при подкожном вве-
дении экспериментальным животным НК-Au в дозах 
1,0 и 0,1 г/кг веса в месте введения выявлен некроз и 
яркое окрашивание в чёрный цвет подлежащей ткани. 
Кроме того, в случае применения НК-Au в дозе 1,0 г/
кг печень дрябловатая, глинистого цвета, что может 
указывать на развитие интоксикации. 

Показано, что применение СПЛ, НК-Au или НК-Ag 
способствует повышению ИС ферментов окислитель-
ного взрыва (Г-6-ФДГ) по сравнению с контролем 
(табл.  1), при этом наиболее выраженный эффект 
выявлен в случае применения НК-Au и НК-Ag. 

Таблица 1
Влияние нанокомпозитов на показатели 

функционального состояния фагоцитов морских 
свинок

Table 1
Effect of nanocomposites on the functional state indicators 

of phagocytes in guinea pigs

Препарат
ИС, %

Г-6-ФДГ СОД

СПЛ 2,1 1,0

НК-Au 4,4* 35,2**

НК-Ag 5,3* 13,8
Примечание. * – р < 0,05; ** – р < 0,01 по сравнению с СПЛ.

Препараты НК-Au и НК-Ag в дозе 30  мкг на 
106 клеток/мл статистически значимо (p  <  0,05) 
повышают активность Г-6-ФДГ перитонеальных 
макрофагов (ПМ) морских свинок по сравнению с 
СПЛ. Так, ИС в случае применения НК-Au в 2,1 раза, 
а НК-Ag – 2,5  раза выше, чем данный показатель у 
фагоцитов, примированных СПЛ. Стоит отметить, 
что в пробах с клетками, стимулированными НК-Au в 
дозе 20 мкг/мл, ИС Г-6-ФДГ был достоверно (р < 0,05) 
в среднем в 1,4 раза выше, чем в аналогичных пробах 
с СПЛ и НК-Ag. В меньших дозах значимых различий 
между интактными клетками и пробами с СПЛ и 
нанокомпозитами не установлено.

Таким образом, проведённые исследования по-
казали, что в ПМ, примированных эксперименталь-
ными препаратами, в условиях in  vitro повышается 
активность фермента гексозомонофосфатного шунта 
(Г6ФДГ), а наибольшее усиление каталитической 
активности Г6ФДГ отмечено в фагоцитах, примиро-
ванных НК-Ag.

Также было установлено, что препараты СПЛ, 
НК-Au и НК-Ag достоверно повышают активность 
супероксиддисмутазы (СОД) фагоцитов по сравне-
нию с контролем (интактные клетки). Тем не менее, 
в случае применения НК-Au показатель ИС клеток 
иммунофагоцитарной системы достоверно в 2,5 раза 
(р < 0,01) превышал ИС фагоцитов, примированных 
НК-Ag (табл. 1). 

Таким образом, экспериментальные препараты 
СПЛ, НК-Au и НК-Ag в дозе 30 мкг/106 клеток в 1 мл 
способствуют повышению продукции фагоцитами 
медиатора воспаления – супероксиддисмутазы, вме-
сте с тем, выраженность этого процесса зависит от 
использованного в эксперименте препарата. 

Большую роль в функциональной активности кле-
ток, принимающих участие в различных реакциях им-
мунной системы на местном и системном уровне, будь 
то пролиферация и дифференцировка иммунокомпе-
тентных клеток, переключение синтеза иммуногло-
булинов или индукция цитотоксичности макрофагов, 
играют низкомолекулярные белки, цитокины. Поэто-
му определение их уровня отражает текущую работу 
иммунной системы и развитие защитных реакций, при 
этом спонтанная индукция свидетельствует об актив-
ности клеток в результате развития воспаления или 
иммунопатологического процесса, а индуцированная 
– о потенциальной способности этих клеток.

Следующим этапом в исследовании стала оценка 
влияния тестируемых препаратов на спонтанную и 
индуцированную продукцию провоспалительных 
(TNF-α и IFN-γ) и противовоспалительных (IL-4) ци-
токинов лимфоцитами периферической крови. При 
этом было установлено, что в группе  3, в которой 
клетки индуцировались НК-Au, значение медианы 
концентрации IL-4 достоверно в 3,7 раза выше, чем 
в контроле (р = 0,005), а в группах 2 и 3 – в среднем в 
3,6 раза выше, чем в группе 4, индуцированной НК-
Ag (р < 0,005). Продукция IFN-γ в пробе 4 достоверно 
(р < 0,05) в 1,2 раза выше как в контроле, так и в про-
бах 2 и 3. Выработка лимфоцитами крови человека 
TNF-α в пробах 1 и 2 статистически значимо (р < 0,05) 
выше в среднем в 9,1 раза, чем в пробах 3 и 4 (рис. 1).
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Важно отметить, что показатели продукции 
цитокинов в контрольной (спонтанной) пробе, т.е. 
лимфоциты крови человека не стимулированные ме-
таллосодержащими нанокомпозитами (НК-Au и НК-
Ag) или СПЛ, не превышали значений цитокинового 
статуса в норме (согласно инструкции тест-системы).

Таким образом, сравнительный анализ действия 
металлосодержащих нанокомпозитов и сополимера 
на функциональное состояние клеток иммунофа-
гоцитарной системы опытных животных и клеток 
крови человека показал, что НК-Au и НК-Ag в условиях 
in vitro обладают способностью повышать активность 
фермента окислительного взрыва (Г-6-ФДГ) и антиок-
сидазные свойства (СОД) фагоцитов. СПЛ в дозах 20 и 
30 мкг/мл не вызывает повышения функциональной 
активности фагоцитов в условиях in vitro. 

Установлено разнонаправленное действие 
экспериментальных препаратов в условиях in vitro на 
продукцию цитокинов клетками крови человека. Так, 
концентрация IL-4 лимфоцитами, стимулированными 
СПЛ и НК-Au, выше (p < 0,005), а продукция IFN-γ ниже 
(p  <  0,05), чем в случае применения НК-Ag. Кроме 
того, СПЛ статистически значимо (p < 0,05) повышает 
продукцию TNF-α лимфоцитами крови человека, в 
отличие от НК-Au и НК-Ag. 

Полученные результаты свидетельствуют о не-
обходимости дальнейшего комплексного исследова-
ния действия металлосодержащих нанокомпозитов 
(НК-Au и НК-Ag) и сополимера на функциональное 
состояние клеток иммунофагоцитарной системы как 
в условиях in vitro, так и in vivo.
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Влияние JNK MAPK на репарацию повреждённой скелетной мышцы
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Pегенерация мышц после травм, а также разработка способов, стимулирующих данный процесс, является 
актуальной проблемой в медицине и биологии.
Цель исследования: оценить влияние локального блокирования активности митогенактивируемой 
протеинкиназы (МАРК) группы JNK (c-Jun N-terminal kinase) на репарацию мышечной ткани.
Материалы и методы. На модели кожно-мышечной раны у крыс линии Wistar изучено влияние блокатора 
JNK МАРК SP600125 на репарацию мышечной ткани. Основной группе (n  =  30) вводилась лекарственная 
пластина, содержащая SP600125 с медленным высвобождением действующего вещества, контрольной 
группе (n = 30) – пластина без активного вещества. Оценивалось количество делящихся миосателлитов и 
мышечных почек в зоне повреждения.
Результаты. Экспериментальные исследования показали, что при использовании лекарственной пластины, 
содержащей блокатор JNK SP600125 с медленным высвобождением действующего вещества, количество 
делящихся миосателлитов и формирующихся мышечных почек в зоне травмы мышцы в основной группе на 
7-е, 14-е и 30-е сутки было достоверно выше (р < 0,05), чем в контрольной.
Заключение. Локальная блокада JNK МАРК в зоне повреждения мышечной ткани обеспечивает возможность 
стимуляции репарации поврежденной скелетной мышцы.
Ключевые слова: репарация, МАРК, JNK, мышца, SP600125
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Effect of JNK MAPK on the Repair of Damaged Skeletal Muscle
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Regeneration of muscles after injuries, as well as the development of methods that stimulate this process, is an impor-
tant problem in medicine and biology. 
The objective of the study was to evaluate the effect of local blocking of mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
activity of the JNK group (c-Jun N-terminal kinase) on the repair of muscle tissue.
Materials and methods. The effect of the JNK MAPK SP600125 blocker on the repair of muscle tissue was studied on a 
model of a skin and muscle wound in Wistar rats. The main group (n = 30) was injected with a drug plate containing 
SP600125 with a slow release of the active substance, the control group (n = 30) – the plate without the active substance. 
The number of dividing myosatellites and muscle kidneys in the damage zone was estimated.
Results. Experimental studies have shown that when using a drug plate containing a JNK SP600125 blocker with a slow 
release of the active substance, the number of dividing myosatellites and forming muscle kidneys in the injury zone of 
the muscle in the main group on the 7th, 14th and 30th days was significantly higher (p < 0.05) than in the control.
Conclusion. Local blockade of JNK MAPK in the zone of muscle damage provides the ability to stimulate the repair of 
damaged skeletal muscle.
Key words: reparation, MAPK, JNK, muscle, SP600125
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Регенерация мышц после травм, а также раз-
работка способов, стимулирующих данный процесс, 
является актуальной проблемой в медицине и био-
логии. В настоящее время общеизвестно, что реге-
нерация мышцы достигается за счёт деления особых 
клеток – миосателлитов [4, 8, 10 12, 13].

Известны различные средства и способы стиму-
ляции репарации повреждённой мышечной ткани. 
Так, известен структурированный биоматериал 
Аллоплант, который используют для фиксирующей 
пластики при восстановлении функции повреждён-
ной скелетной мышцы. Для этого Аллоплант в форме 
ленты или нити проводят через мышечное брюшко и 
фиксируют узловыми швами к костным или соедини-

тельнотканным опорным структурам, а также вводят 
в место вкола в брюшко. При этом в мышечное ложе 
для трансплантата осуществляют инъецирование 
диспергированного биоматериала Аллоплант – «Сти-
мулятор регенерации» в количестве 5–6 [2]. К недо-
статкам данного средства следует отнести сложность 
его производства, необходимость использования 
донорского трупного материала, нестандартность 
материала, риск заражения и антигенность материала.

Также для стимуляции регенерации мышечной 
ткани возможно применение смеси растворов ре-
комбинантного интерферона бета (IFN-β) в концен-
трации 1 × 105 ЕД/мл и полиэтиленгликоля с моле-
кулярной массой 6000 (ПЭГ 6000) с концентрацией 
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0,03 × 10–9 моль/мл, взятых в соотношении 1 : 4 [3]. 
К недостаткам данного способа следует отнести ис-
пользование интерферонов, которые вызывают реак-
цию гриппоподобного симптомокомплекса – лихорад-
ка, озноб, боль в суставах, недомогание, потливость, 
головная боль или боль в мышцах, а также и реакции 
в месте введения – покраснение, отёк, воспаление, 
боль, гиперчувствительность.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценить влияние локального блокирования 
активности митогенактивируемой протеинкиназы 
(МАРК) группы JNK (c-Jun N-terminal kinase) на репа-
рацию мышечной ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для экспериментальной проверки гипотезы о вли-
янии локального введения блокаторов JNK МАРК на 
репарацию мышечной ткани после повреждения были 
изготовлены лекарственные плёнки, содержащие 
водные растворы желатина, агар-агара, глицерина, 
метилцеллюлозы, этанола [1]. В качестве субстанции 
лекарственного средства в состав плёнки был введён 
блокатор активности JNK MAP киназы SP600125. 
Плёнка обеспечивала медленное высвобождение 
блокатора JNK МАР киназы в области повреждения 
мышцы. Аналогично изготавливали плёнку без актив-
ного вещества, где вместо лекарственного раствора 
вводили физиологический раствор.

Лабораторным животным – крысам линии Wistar 
весом 220–250  г в возрасте 9  мес. – наносили ли-
нейную кожно-мышечную рану в области грудной 
клетки, паравертебрально. Длина раны составила 
5 см. После остановки кровотечения основной группе 
животных (n = 30) в рану однократно вводили пла-
стину с блокатором SP600125. Контрольной группе 
животных (n = 30) однократно вводили пластину без 
активного вещества. Для зашивания раны на кожу 
накладывали пять швов нитью пролен 4/0 (Ethicon). 
Через 7 суток швы снимали. Животных выводили из 
эксперимента в сроки от 2 часов до 30 суток.

Исследования выполняли с соблюдением принци-
пов, изложенных в Конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и 
других целей (Страсбург, Франция, 1986), а также в 
соответствии с правилами гуманного обращения с 
животными, которые регламентированы «Правилами 
проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных» (Приложение к приказу Министерства 
здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. № 755). Для 
исследования забирали фрагмент мышечной ткани из 
зоны травмы для гистологического исследования, фик-
сировали раствором FineFix (Milestone, Италия). Иссле-
дование одобрено локальным этическим комитетом.

После фиксации осуществляли проводку и залив-
ку материала в парафиновые блоки, изготавливали 
серийные срезы толщиной 3 мкм. Исследования про-
водили методом световой микроскопии с использо-
ванием стандартных окрасок гематоксилин-эозином. 
Проводили фотодокументирование изображений. 

Морфометрию проводили с использованием 
программы ImageJ Национального института здо-

ровья (США) с набором модулей для медицинской 
морфометрии от Wayne Rasband. Применяли пла-
ниметрический метод в модификации с использо-
ванием подсчёта элементов на 1 микрофотографии. 
Подсчёт морфологических элементов производили с 
использованием плагина «Cells counter» для «ImageJ» 
на микрофотографии, полученной при регистрации 
изображения через объектив 40× и фоторегистрирую-
щую систему Nikon с 5 МПикс сенсором размером 2/3’’. 
При этом учитывали те объекты, которые полностью 
располагаются на микрофотографии, и прибавляли 
уменьшенное вдвое число объектов, пересечённых 
границами изображения. 

На препарате подсчитывали количество миоса-
теллитов и количество образующихся «мышечных 
почек».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что в контрольной группе единич-
ные делящиеся миосателлиты зарегистрированы 
на 3-и сутки, максимальная интенсивность деления 
миосателлитов и образования мышечных почек в 
зоне травмы мышцы отмечена на 14-е сутки (рис. 1, 2).

В основной группе единичные делящиеся мио-
сателлиты зарегистрированы на 1-е  сутки, макси-
мальная интенсивность деления миосателлитов и 
образования мышечных почек в зоне травмы мышцы 
отмечена на 7-е сутки, делящиеся миосателлиты за-
регистрированы и на 14-е, и на 30-е сутки.

Экспериментальные исследования показали, 
что при использовании лекарственной пластины, 
содержащей блокатор JNK SP600125 с медленным 
высвобождением действующего вещества, количе-
ство делящихся миосателлитов и формирующихся 
мышечных почек в зоне травмы мышцы в основной 
группе на 7-е, 14-е и 30-е сутки было достоверно выше 
(р < 0,05), чем в контрольной (рис. 1 и 2). Полученные 
данные свидетельствуют об усилении регенерации 
мышечной ткани в зоне повреждения. 

На рис. 3 показана высокая интенсивность деле-
ния миосателлитов и образования мышечных почек 
в зоне травмы мышцы в основной группе, на рис. 4 
– единичные делящиеся миосателлиты и формиру-
ющаяся мышечная почка в зоне травмы мышцы в 
контрольной группе на 7-е сутки после травмы.

Как известно, митогенактивируемые протеинки-
назы принимают участие в регуляции деления клеток 
и апоптоза [6]. В доступной литературе обсуждаются 
вопросы участия МАРК механизмов в регуляции 
репарации мышечной ткани. В частности, доказано 
участие р38 [7, 11] и ERK МАРК в передаче сигналов 
к дифференцировке [9]. Гораздо меньше внимания 
уделено JNK каскаду. Нашими предварительными 
исследованиями установлено, что активная фосфо-
рилированная форма JNK в зоне травматического по-
вреждения мышцы выявляется с 3-х по 9-е сутки после 
травмы, причём окрашиваются мышечные почки [5].

Результаты настоящего исследования позво-
ляют считать, что локальная блокада JNK МАРК в 
зоне повреждения мышечной ткани обеспечивает 
возможность стимуляции репарации повреждённой 
скелетной мышцы. 
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Рис. 1.  Количество мышечных почек на препарате.
Fig. 1.  The amount of muscle buds on the preparation.
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Рис. 2.  Количество миосателлитов на препарате.
Fig. 2.  The amount of myosatellites on the preparation.
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Рис. 3.  Мышечные почки и большое количество делящихся миосателлитов на препарате, основная группа, 7-е сутки, 
окраска гематоксилином и эозином, 400×. 1 – ядра миосателлитов; 2 – мышечные почки.

Fig. 3.  Muscle buds and large amount of deviding myosatellites on the preparation, the main group, the 7th day, haematoxylin and eosin 
staining, 400×. 1 – nuclei of myosatellites; 2 – muscle buds.
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Рис. 4.  Мышечная почка и единичные делящиеся миосателлиты на препарате, контрольная группа, 7-е сутки, окраска 
гематоксилином и эозином, 400×. 1 – ядра миосателлитов; 2 – мышечная почка.

Fig. 4.  The muscle bud and individual deviding myosatellites on the preparation, the control group, the control group, haematoxylin and 
eosin staining, 400×. 1 – nuclei of myosatellites; 2 – muscle buds.
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Обоснование. Вирус папилломы человека (ВПЧ) является ведущим этиологическим фактором рака шейки 
матки, одного из самых распространенных онкологических заболеваний. В регионах Российской Федерации 
(РФ) папилломавирусная инфекция имеет различную частоту встречаемости от 13 до 68.4%. 
Цель исследования: установить частоту выявления вируса папилломы человека среди женщин и мужчин в 
г. Иркутске по данным обращаемости.
Материал и методы. Ретроспективно проведён анализ результатов лабораторных исследований пациентов, 
которые за период с 2014 по 2016  гг. обратились в медицинское учреждение для диагностики вируса 
папилломы человека. За указанный период было обследовано 13 090 человек в возрасте от 18 до 67 лет, из 
них 11 174 женщин и 1 916 мужчин. Диагностику ВПЧ проводили методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), с гибридизационно-флуоресцентной детекцией по конечной точке и в режиме реального времени. 
Материалом для исследования служил клинический материал: у женщин – соскоб эпителия цервикального 
канала или эпителия с поверхности шейки матки; у мужчин – соскоб эпителия уретры. Статистическая 
обработка данных проводилась с использованием статистической программы «BioStat». При сравнении 
выборок использовали непараметрические критерии – критерий χ2 и z-критерий.
Результаты. Установлено, что по данным обращаемости частота выявления ВПЧ в г. Иркутске составляет 
21,1 %, среди женщин – 21,9 %, среди мужчин – 16,4 %. Показано, что в выборке женщин частота выявления 
возбудителя папилломавирусной инфекции значимо больше, чем в выборке мужчин (p < 0,001). 
Заключение. Проведённое исследование позволило установить, что частота выявления ВПЧ в Иркутске 
составляет 21.1 % и характеризуется гендерными отличиями. 
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Background. In the regions of the Russian Federation (RF), papillomavirus infection in women of reproductive age is 
characterized by different frequency of occurrence from 13 to 68.4 %.
Aims: to establish the frequency of detection of human papilloma virus in Irkutsk, according to the data of circulation.
Materials and methods. The article presents the results of the medical examination of residents of Irkutsk on the presence 
DNA of human papilloma virus. We analyzed the results of laboratory studies of patients who from 2014 to 2016 turned to 
the medical institution for the diagnosis of human papilloma virus. For the period surveyed was 13 090 man, age from 18 to 
67 years, including 11 174 women and 1 916 male. The diagnosis of HPV was carried out by polymerase chain reaction (PCR).
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Results. It was found the frequency of HPV in Irkutsk in the general population is 21.1 %, among women – 21.9 %, 
among male – 16.4 %. It was shown that the frequency of detection of papillomavirus infection in the sample of women 
was significantly higher than in the sample of men (p < 0.001). 
Conclusions: It was shown that the frequency of HPV is 21.1 % the frequency of detection of the pathogen of papilloma-
virus infection in the sample of women was significantly higher (p < 0.001) than in the sample of male.
Key words: papillomavirus infection, human papillomavirus, cervical cancer, screening
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Вирус папилломы человека (ВПЧ) является по-
тенциально онкогенной инфекцией, передаваемой 
половым путём [33]. Приблизительно 291 млн жен-
щин во всем мире являются носителями ВПЧ [32]. 
Папилломавирусы – это семейство небольших, не 
имеющих оболочки вирусов с двухцепочечной моле-
кулой ДНК [29]. Несмотря на долгую коэволюционную 
историю вместе со своими хозяевами, некоторые па-
пилломавирусы являются патогенами [34], которые 
поражают главным образом эпителиальные клетки. 

Результаты эпидемиологических и молекулярно-
биологических исследований позволили установить 
ведущую роль папилломавирусной инфекции в 
этиологии рака шейки матки [24, 29]. Установлено, 
что частота обнаружения ВПЧ и вирусная нагрузка 
увеличиваются в соответствии с повышением степе-
ни патологического поражения шейки матки [28]. У 
пациентов с раком шейки матки практически в 100 % 
случаев выявляется ВПЧ [21, 35]. Установлено, что 
различные типы ВПЧ обладают различным риском 
в отношении развития онкогинекологической пато-
логии [23, 31]. Согласно таксономии международного 
справочного центра по вирусу папилломы человека 
«International Human Papillomavirus Reference Center», 
13 типов ВПЧ признаны высокорисковыми (HR-ВПЧ) 
[26]. Именно персистирующая инфекция высокори-
сковых типов папилломавирусов человека (HR-HPV) 
связана с развитием цервикального предрака и рака. 
Наиболее агрессивные типы ВПЧ – 16 и 18 – вызывают 
около 70 % случаев рака шейки матки [20]. 

Согласно данным эпидемиологических иссле-
дований, частота встречаемости ВПЧ значительно 
варьирует в различных этнико-географических реги-
онах и зависит как от социально-экономических усло-
вий, так и от медико-профилактических мероприятий 
[22]. В Российской Федерации папилломавирусная 
инфекция у женщин репродуктивного возраста харак-
теризуется различной частотой встречаемости – от 
13 до 68,4 %, с наибольшей частотой в большинстве 
регионов регистрируется ВПЧ 16-го типа [3]. 

В связи с вышесказанным актуальность иссле-
дований, связанных с ВПЧ-инфекцией, не вызывает 
сомнений, однако данные о распространённости 
вируса папилломы человека в различных регионах 
РФ неоднозначны. 

Целью исследования стало установление часто-
ты выявления вируса папилломы человека у жителей 
г. Иркутска по данным обращаемости.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Ретроспективно проведён анализ результатов 
лабораторных исследований, выполненных методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР), направленных 

на выявление ДНК возбудителя папилломавирусной 
инфекции в клиническом материале. Проанализи-
рованы результаты медицинского обследования 
пациентов по самообращению и врачебным на-
правлениям, которые в период с 2014 по 2016  гг. 
обратились в Независимую клинико-диагностиче-
скую лабораторию ООО «ЮНИЛАБ-Иркутск» для 
соответствующего исследования. За данный период 
были обследованы 13 090 человек в возрасте от 18 
до 67 лет, из них 11 174 женщины и 1 916 мужчин. В 
исследование были включены все пациенты, обратив-
шиеся за указанный период времени для диагностики 
папилломавирусной инфекции, цель обследования 
пациента и диагноз были скрыты от исследователей. 
Из исследования были исключены пациенты с по-
вторным обращением.

Материалом для лабораторных исследований 
служил клинический материал: у женщин – соскоб 
эпителия цервикального канала или эпителия с по-
верхности шейки матки; у мужчин – соскоб эпителия 
уретры. Забор клинического материала осуществлял-
ся с использованием одноразовых цитологических 
щёток или универсальных зондов в пробирки с транс-
портной средой, рекомендованной производителями 
наборов реагентов для выделения ДНК. 

Экстракцию ДНК осуществляли с использованием 
комплекта реагентов «АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ» 
(ООО «Некст-Био», Россия) и комплекта реагентов 
«Эдем» (ФГНУ ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). 
Экстракцию ДНК проводили согласно инструкции и 
методическим рекомендациям производителей соот-
ветствующих наборов реагентов. 

Для диагностики возбудителя папилломави-
русной инфекции проводили амплификацию спец-
ифичных участков ДНК вируса папилломы человека 
с использованием метода ПЦР с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией по конечной точке и в 
режиме реального времени. Для проведения ПЦР с 
детекцией по конечной точке использовали много-
канальный амплификатор ДНК «Терцик» и детектор 
флуоресценции «Джин» (ООО «НПО ДНК-Технология», 
Россия). Для детекции в режиме реального времени 
использовали автоматический программируемый 
амплификатор «Rotor-Gene 6000» (Corbett Research, 
Австралия) и «ДТ 96 Прайм» (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия).

Для амплификации специфичных участков ДНК 
возбудителя папилломавирусной инфекции исполь-
зовали следующие комплекты реагентов: «Амплисенс 
ВПЧ ВКР скрин-титр-FL» и «Амплисенс ВПЧ ВКР 
генотип FRT» (ФГНУ ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Рос-
сия), «HPV Квант-21» и «ВПЧ-ГЕН-16/18» (ООО «НПО 
ДНК-Технология», Россия).



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Том 3, № 5

Эпидемиология 	 143

Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием прикладной статистической 
программы «BioStat». При сравнении выборок ис-
пользовали непараметрический критерий χ2, для 
анализа различий относительной частоты признака, 
выраженной в %, – z-критерий. Нулевую гипотезу об 
отсутствии статистически значимых отличий между 
группами отклоняли при уровне значимости 5  % 
(p < 0,05). 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Был проведён ретроспективный анализ результа-
тов лабораторных исследований пациентов, обратив-
шихся в медицинское учреждение для диагностики 
папилломавирусной инфекции. За период с 2014 по 
2016 гг. общее число пациентов, обследованных на 
присутствие ДНК вируса папилломы человека, со-
ставило 13 090 человек, положительные результаты 
(«обнаружена ДНК ВПЧ») были зарегистрированы 
у 2  761  человека. Частота выявления возбудителя 
папилломавирусной инфекции в общей выборке 
пациентов составила 21,1 % (табл. 1). 

Таблица 1
Частота выявления вируса папилломы человека (ВПЧ) 

у жителей г. Иркутска по данным обращаемости 
(2014–2016 гг.)

Table 1
Frequency of human papilloma virus (HPV) in Irkutsk 

residents according to the data of medical aid appealability 
(2014–2016)

Выборка
Количество 

обследованных 
пациентов, абс.

Частота результатов 
«обнаружено ВПЧ», 

абс. / %
Общая выборка 13 090 2 761 / 21,1 %

Женщины 11 174 2 446 / 21,9 %

Мужчины 1 916 315 / 16,4 %

Большинство пациентов, обратившихся для 
обследования на ВПЧ – женщины (85 %). Показано, 
что каждая пятая пациентка имела положительные 
результаты на ВПЧ. Нами обнаружены гендерные 
различия в частоте выявления ВПЧ среди пациентов, 
обратившихся для обследования. В выборке женщин 
частота выявления возбудителя папилломавирусной 
инфекции оказалась значимо больше (χ2  =  28?858; 
d.f. = 1; p < 0.001), чем в выборке мужчин.

За трёхлетний период наблюдения частота выяв-
ления ВПЧ в общей выборке пациентов имела тенден-
цию к незначительному снижению – 24,7 % (2014 г.), 
20,6  % (2015  г.), 20,7  % (2016  г.) (рис.  1). При этом 
частота выявления ВПЧ в 2015 и 2016 гг. не имела 
значимых отличий (z = 0,11; p = 0,912), однако частота 
выявления ВПЧ в 2014 г. статистически значимо отли-
чалась от частоты выявления ВПЧ в 2015 г. (z = 3,300; 
p < 0,001) и 2016 г. (z = 3,270; p = 0,001). Вероятнее 
всего, это объясняется положительным изменением 
динамики обращаемости населения для обследова-
ния на выявления возбудителя папилломавирусной 
инфекции. Так, обращаемость пациентов для соот-
ветствующего обследования в 2015 г. увеличилась в 
3,8 раза по сравнению с 2014 г., а в 2016 г. увеличилась 
ещё на 17 %, по сравнению с 2015 г.
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Рис.  1.  Динамика частоты выявления ВПЧ в общей вы-

борке пациентов, в выборках женщин и мужчин 
(2014–2016 гг.).

Fig. 1.  Dynamics of HPV frequency in the ITT population, in women 
and men.

Аналогичная ситуация наблюдалась в выборке 
женщин, где частота выявления ВПЧ также имела тен-
денцию к снижению – 25,9 % (2014 г.), 21,9 % (2015 г.), 
20,9 % (2016 г.). Частота выявления ВПЧ в выборке 
женщин в 2015 и 2016 гг. не имела значимых отличий 
(z  =  1,187; p  =  0,235), при этом частота выявления 
ВПЧ в 2014 г. значимо отличалась от таковой в 2015 г. 
(z = 2,928; p = 0,003) и 2016 г. (z = 3,791; p < 0,001). В 
2015 г., по сравнению с 2014 г., обращаемость женщин 
для обследования на ВПЧ увеличилась в 3,7 раза, что, 
вероятно, привело к снижению частоты выявления 
ВПЧ на 4 %. В дальнейшем, в 2016 г. частота обращаемо-
сти женщин изменилась незначительно с увеличением 
на 19  %, поэтому частота выявления ВПЧ в группе 
женщин осталась практически на том же уровне. 

В выборке мужчин наблюдалось колебание 
частоты выявления ВПЧ – 16,2 (2014  г.), 13,5  % 
(2015 г.), 19,3 % (2016 г.). В 2015 г. произошло незна-
чимое снижение частоты выявления ВПЧ на 2,7 %, 
по сравнению с 2014 г. (z = 0,829; p = 0,407), которое 
сопровождалось дальнейшим повышением частоты 
выявления ВПЧ в 2016 г. на 5,8 % (z = 3,194; p = 0,001). 
При этом обращаемость мужчин для обследования 
имела положительную динамику и сопровождалась 
увеличением выборки в 2015 г. по сравнению с 2016 г. 
в 4,8  раза. В дальнейшем, в 2016  г. обращаемость 
пациентов осталась практически на том же уровне 
с увеличением числа обследованных только на 4 %. 

Таким образом, динамика выявления частоты 
ВПЧ в общей выборке пациентов и в выборке женщин 
имеет сходную тенденцию, отличную от частоты 
выявления ВПЧ в выборке мужчин. Вероятно, это 
связано с тем, что обращаемость женщин для обследо-
вания на выявление возбудителя папилломавирусной 
инфекции за три года наблюдений была в 5,8 раза 
больше, чем обращаемость мужчин.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведённое нами исследование позволило 
установить частоту выявления ВПЧ среди жителей 
г.  Иркутска по данным обращаемости на уровне 
21,1 %, среди женщин – 21,9 %, среди мужчин – 16,4 %.



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2018, Vol. 3, N 5

144	 										           Epidemiology

Исследования по частоте выявления папиллома-
вирусной инфекции проводятся во многих регионах 
РФ [14, 15]. Однако в них используются различные 
подходы к формированию групп исследования. 
В большинстве случаев объектом исследования 
становятся пациенты лечебных учреждений гине-
кологического и онкологического профиля [5, 16]. 
В подобных работах, как правило, анализируется ча-
стота инфицирования ВПЧ в зависимости от степени 
патологического поражения шейки матки. По мере 
увеличения степени морфологических изменений – 
от фоновой патологии шейки матки (ФПШМ) до рака 
шейки матки (РШМ) – возрастает частота инфици-
рования ВПЧ. По данным ряда авторов, при ФПШМ 
частота выявления ВПЧ составляет от 26,5 % [16] до 
58,5 % [5], а в случае РШМ частота инфицирования 
ВПЧ достигает 96,8 % [17]. 

Другим подходом к формированию групп ис-
следования становится анализ результатов обсле-
дования пациенток, самостоятельно обратившихся 
в медицинское учреждение для обследования на 
наличие инфекций, передающихся половым путём 
(ИППП) [1, 2, 18] или для планового осмотра [7, 19]. 
Частота выявления ВПЧ в этих группах пациентов 
ниже, чем у женщин с патологическими изменениями 
шейки матки. Так, по данным ряда авторов, частота 
выявления ВПЧ среди пациентов, обратившихся по 
поводу обследования на ИППП, составляет от 37,7 % 
[18] до 52,2  % [1]. Среди пациентов, обратившихся 
для планового осмотра, частота выявления ВПЧ со-
ставляет 13 % [7, 19].

Ещё одним подходом к формированию групп 
исследования является скрининг. Такие крупномас-
штабные исследования охватывают значительные 
выборки населения и отражают частоту распро-
странения папилломавирусной инфекции в данном 
регионе. Однако подобные исследования требуют 
значительного финансирования и проводятся лишь 
в некоторых Федеральных округах [9]. По данным 
скрининговых исследований, частота выявления ВПЧ 
составляет 14  %, что значительно ниже, чем среди 
пациентов, обратившихся в медицинские учрежде-
ния для обследования на ИППП или находящихся 
на лечении в учреждениях гинекологического или 
онкологического профиля. 

Несмотря на то, что инфицирование вирусом 
папилломы представляет опасность в отношении воз-
можного патологического изменения шейки матки 
вплоть до рака шейки матки, ВПЧ является условным 
патогеном. Показано, что в мире у 12  % женщин с 
нормальной цитологической картиной шейки матки 
выявляется ВПЧ-инфекция [15]. В России у женщин, 
не имеющих морфологических изменений эпителия 
шейки матки, частота выявления ВПЧ составляет, по 
некоторым оценкам, от 20 % [16] до 45 % [8].

В Иркутске был проведён ряд исследований по 
изучению частоты ВПЧ в различных выборках в за-
висимости от пола и возраста обследованных лиц [2, 
3, 18, 27]. По нашим данным, частота выявления ВПЧ 
среди женщин составила 21.9 %, что значительно мень-
ше, чем в исследовании О.Ю. Шипулиной с соавт., где 
частота ВПЧ среди женщин, обратившихся для обсле-

дования на ИППП, составила 37.75 % [18]. Вероятнее 
всего, это объясняется тем, что наше исследование 
не имело возрастного ограничения, а в исследовании 
Шипулиной рассматривалась группа женщин репро-
дуктивного возраста от 25 до 35 лет. По данным ряда 
авторов, при анализе частоты встречаемости ВПЧ в 
различных возрастных группах показано, что с наи-
большей частотой ВПЧ выявляется среди контингента 
молодых сексуально активных женщин [2, 11, 12, 13].

Наши результаты о гендерных отличиях в ча-
стоте выявления возбудителя папилломавирусной 
инфекции подтверждают данные исследования, про-
ведённого среди жителей г. Ростова-на-Дону, где было 
показано, что частота ВПЧ в выборке женщин в два 
раза больше, чем в выборке мужчин [13]. 

Таким образом, исследования, проведённые в 
различных регионах РФ, показывают, что частота вы-
явления ВПЧ в скрининговых исследованиях в разы 
ниже, чем среди контингента женщин, являющихся 
пациентками медицинских учреждений гинекологи-
ческого и онкологического профилей. Это является 
закономерным, учитывая, что ВПЧ является этио-
логическим фактором диспластических изменений 
эпителия шейки матки, а также может приводить к 
формированию рака шейки матки. 

В настоящее время в Российской Федерации 
наблюдается ухудшение соматического и репродук-
тивного здоровья населения [10]. В России РШМ за-
нимает 6-е место в общей структуре онкологических 
заболеваний [6]. Это заболевание имеет вирусную 
природу, хорошо распознаваемую начальную или пре-
клиническую стадию и длительный инкубационный 
период, а значит удовлетворяет требованиям, предъ-
являемым к программам для проведения популяци-
онного скрининга [4]. С целью профилактики РШМ 
ряд международных организаций, таких, как ВОЗ, 
Международное агентство по изучению рака (IARC), 
Европейская научно-исследовательская организация 
по генитальным инфекциям и новообразованиям 
(EUROGIN), Европейское общество по инфекционным 
заболеваниям в акушерстве и гинекологии (ESIDOG), 
Американское общество по кольпоскопии и патоло-
гии шейки матки (ASCCP), рекомендуют включение 
теста на исследование наличия ДНК папилломавируса 
в программы популяционного скрининга наряду с 
цитологическим скринингом [5, 6]. 

Ещё одним подходом для профилактики РШМ 
является вакцинация. Имеются убедительные дан-
ные о том, что вакцины против ВПЧ защищают от 
цервикального предрака и рака [20]. В исследовании, 
проведённом в США, были проанализированы данные 
Национального обследования в области здравоох-
ранения и питания (NHANES – National Health and 
Nutrition Examination Survey) за 2007–2012  гг. для 
оценки эффективности вакцинации женщин против 
ВПЧ. Обнаружено, что у вакцинированных женщин ча-
стота распространения ВПЧ была существенно ниже, 
чем у невакцинированных (7,4 % против 17,1 %) [25]. 
В Англии через восемь лет после введения националь-
ной программы вакцинации против ВПЧ произошло 
значительное сокращение числа выявления папил-
ломавирусной инфекции [30]. 
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В настоящее время в РФ национальная программа 
по профилактике РШМ находится в стадии разработ-
ки [15]. Скрининг на РШМ носит неорганизованный 
характер и основан на обращаемости женщин в меди-
цинские учреждения, вакцинация против ВПЧ пока не 
включена в национальный график прививок. В этой 
связи оценка региональных особенностей частоты рас-
пространения папилломавирусной инфекции и оценка 
факторов риска, характерных для каждого региона, 
являются необходимыми условиями для разработки 
профилактических программ онкогинекологической 
патологии, направленных на раннее выявление РШМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рак шейки матки является важной проблемой 
общественного здоровья, занимая первое место в 
структуре женской онкологической патологии. Вирус 
папилломы человека выступает этиологическим фак-
тором патологических изменений эпителия шейки 
матки, при этом частота его распространения доста-
точно высокая в России и мире. В Иркутске частота 
выявления ВПЧ, по данным трёхлетнего наблюдения, 
в общей выборке жителей, обратившихся для обсле-
дования, составила 21,3  %. Обнаружены гендерные 
отличия в частоте выявления ВПЧ. Частота выявления 
возбудителя папилломавирусной инфекции в выборке 
женщин составила 22 %, в выборке мужчин она ока-
залась на 5,5 % меньше и составила 16,4 % (p < 0,001). 
Данные по частоте выявления ВПЧ, полученные в 
нашем исследовании, основаны на обращаемости 
жителей для обследования, поэтому не отражают 
распространённости папилломавирусной инфекции 
в нашем регионе, однако могут служить основой для 
дальнейших исследований, направленных на изучение 
эпидемиологических особенностей распространения 
папилломавирусной инфекции в Иркутске.
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Из всей группы инфекционной патологии важнейшее значение для здоровья человечества имеют 
вирусные гепатиты, из которых наиболее приоритетными являются парентеральные гепатиты B и С, 
характеризующиеся повсеместным распространением, склонностью к хронизации и развитием осложнений. 
Цель работы: оценить эпидемиологическую ситуацию по острым и хроническим формам вирусных 
гепатитов B и С на территории Иркутской области за многолетний период.
Материалы и методы. Проведён ретроспективный анализ эпидемиологической ситуации по вирусным 
гепатитам В и С в России, Сибирском федеральном округе и в Иркутской области за 2008–2016 гг. 
Результаты. Отмечено выраженное снижение заболеваемости острым вирусным гепатитом  В, при 
хронической форме этого заболевания темпы снижения носили менее выраженный характер, что может 
быть связано с проведением массовой вакцинопрофилактики. 
В последние годы в Иркутской области произошли качественные изменения в структуре острых форм 
парентеральных вирусных гепатитов и начиная с 2010 г. заболеваемость гепатитом С значимо превышает 
заболеваемость гепатитом В.
Проведённое ранжированное распределение территорий для всех форм вирусного гепатита В и вирусного 
гепатита С в Иркутской области позволило выявить территории риска. 
Заключение. Парентеральные вирусные гепатиты (острые и хронические формы) широко распространены 
на территории Иркутской области. Из 43 административных территорий области 24 относятся к 
неблагополучным по заболеваемости, из которых пять являются территориями высокого эпидемиологического 
риска: города Иркутск, Ангарск и Усть-Илимск, а также Катангский и Шелеховский районы.
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From all group of infectious pathology viral hepatitises, from which the most priority are the parenteral hepatitises B 
and С, are essential for health of mankind, also the Irkutsk region isn’t an exception. 
The aim of the study: to assess an epidemiological situation in sharp and chronic forms of the viral hepatitises B and 
С in the territory of the Irkutsk region for the long-term period.
Materials and methods. The retrospective analysis of an epidemiological situation on viral hepatitises B and C in Russia, 
Siberian Federal District and in the Irkutsk region for 2008–2016 is carried out. 
Results. The expressed decrease in incidence of acute viral hepatitis B is noted, at a chronic form of this disease rates of 
decrease had less expressed character that can be connected with carrying out by mass vaccinal prevention. 
The carried-out ranged distribution of territories for all forms of viral hepatitis B and viral hepatitis C in the Irkutsk 
region has allowed to reveal territories of risk. 
Conclusion. Parenteral viral hepatitises (sharp and chronic forms) are widespread in the territory of the Irkutsk region. 
From 43 administrative territories of the area, 24 belong to unsuccessful on incidences from which five are to territories 
of high epidemiological risk: cities of Irkutsk, Angarsk and Ust-Ilimsk and also Katangsky and Shelekhovsky districts.
Key words: viral hepatitis B, viral hepatitis C, incidence, Irkutsk region, territories of risk
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Из всей группы инфекционной патологии наи-
большую угрозу для здоровья человечества пред-
ставляют вирусные гепатиты [1, 5, 7], из которых 
наиболее приоритетными являются парентеральные 
гепатиты B и С, характеризующиеся повсеместным 
распространением, склонностью к хронизации и 
развитием осложнений (цирроз печени и гепатоцел-
люлярная карцинома) [2, 4, 6]. Именно поэтому эти 
нозологические формы инфекционной патологии 
в нашей стране включены в перечень социально 
значимых заболеваний и заболеваний, представля-
ющих опасность для окружающих (постановление 
Правительства РФ от 1.12.2004  г. №  715). О значи-
мости указанной проблемы свидетельствует также 
принятое в апреле 2016  г. решение Ассамблеи ВОЗ 
о глобальной ликвидации вирусных гепатитов, как 
проблемы мирового общественного здравоохранения 
к 2030 г. Учитывая, что Российская Федерация под-
писала резолюцию Ассамблеи ВОЗ «О ликвидации 
вирусных гепатитов» необходимо усиливать научные 
изыскания в этом направлении и разрабатывать 
соответствующие программы для нашей страны на 
региональных и глобальных уровнях. 

ЦЕЛЬ РАБОТЫ 

Оценка эпидемиологической ситуации острых 
и хронических форм вирусных гепатитов B и С на 
территории Иркутской области.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Ретроспективный анализ эпидемиологической 
ситуации по вирусным гепатитам В и С в России, Си-
бирском федеральном округе и в Иркутской области 
за 2008–2016 гг. включал в себя оценку заболеваемо-
сти, с использованием информационных сборников 
статистических и аналитических материалов феде-
ральной службы по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека.

Для оценки эпидемиологической ситуации ис-
пользовались следующие статистические показа-
тели: среднемноголетняя заболеваемость, ошибка 
средней (m), среднегеометрический темп прироста 
(Тпр.) заболеваемости по выровненным данным. 

Статистическая обработка данных проведена 
с применением общепринятых параметрических и 
непараметрических критериев статистики. Крити-
ческий уровень значимости при проверке статисти-
ческих гипотез принят равным р ≤ 0,05 [3]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

За изучаемый многолетний период (2008–
2016  гг.) показатели заболеваемости острыми и 
хроническими формами ВГВ и ВГС (ОВГВ, ОВГС, ХВГВ, 
ХВГС) в России, СФО и Иркутской области значимо 
не различались. Существенные различия коснулись, 
прежде всего, среднемноголетних показателей тем-
пов прироста. Выраженное снижение отмечено для 
заболеваемости острым ВГВ, при хронической форме 
этого заболевания темпы снижения носили менее вы-
раженный характер, что может быть связано с прове-
дением массовой вакцинопрофилактики. При острой 
форме ВГС также имело место значимое снижение 

заболеваемости, а при хронической форме – или её 
стабилизация (РФ и СФО), или даже рост заболева-
емости (7,2 %), отмечаемый в Иркутской области.

Рассмотрим ситуацию по острым вирусным гепа-
титам в Иркутской области: в последние годы про-
изошли качественные изменения в структуре острых 
форм парентеральных вирусных гепатитов и, начиная 
с 2010 г. заболеваемость гепатитом С значимо превы-
шает заболеваемость гепатитом В (рис. 1).
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Рис. 1.  Удельный вес острых вирусных гепатитов В и С в 
структуре парентеральных вирусных гепатитов в 
Иркутской области за 2008–20016 гг. (%).

Fig. 1.  Specific weight of acute viral hepatitises B and C in struc-
ture of parenteral viral hepatitises in the Irkutsk region in 
2008–20016 (%).

Что касается структуры хронических форм 
вирусных гепатитов, то за период наблюдения, 
регистрировался стабильный рост доли ХВГС с 69,7 % 
в 2008 г., до 86,1 % в 2016 г. Соответственно этому 
доля, ХВГВ в 2008 и 2016 гг. уменьшалась и составила 
30,3 и 13,9 % соответственно.

Выявленные динамические изменения в струк-
туре вирусных гепатитов сказались на среднемно-
голетних показателях заболеваемости острых форм 
(табл. 1), которые по интенсивным значениям находи-
лись практически на одном уровне (3,0 и 3,3 на 100 тыс. 
населения при ОВГВ и ОВГС соответственно, р > 0,05). 

При обеих формах заболеваний отмечено значи-
мое снижение среднегодовых показателей, которые 
были значительно более выраженными при вирус-
ном гепатите B. Существенная разница может быть 
объяснена внедрением повсеместной вакцинации 
при этой форме вирусного гепатита, проводящейся 
в Иркутской области.

Для хронических форм вирусных гепатитов имеет 
место другая картина (табл.  1). Эта клиническая 
форма ВГС имеет значимо более высокий показатель 
заболеваемости относительно ВГВ (32,6 и 9,1  0/0000 
соответственно, р  <  0,01), а среднегодовые темпы 
прироста имеют разнонаправленную тенденцию – 
положительную при ВГС (7,2  %) и отрицательную 
при ВГВ (–5,4 %).

Таким образом, в настоящее время более неблаго-
приятная тенденция в развитии многолетней забо-
леваемости из двух видов парентеральных вирусных 
гепатитов имеет место для ВГС. 
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Приведённый тезис подкрепляется показателями 
сравнительного территориального распределения 
заболеваемости парентеральными формами вирус-
ных гепатитов по отдельным административным 
территориям Иркутской области. Для лучшего осмыс-
ления представленного материала и объективного 
выделения территорий риска кривые заболеваемости 
представлены острыми и хроническими формами 
анализируемых гепатитов, показатели инцидент-
ности которых приведены в ранжированном виде от 
минимальных до максимальных значений.

Для распределения административных тер-
риторий Иркутской области на зоны с различной 
активностью эпидемического процесса в качестве 
среднего значения заболеваемости была исполь-
зована медиана с доверительными интервалами 
с уровнем достоверности 99  %. В нашем случае 

(43 территории), эти интервалы пришлись на 13-ю 
(нижняя граница) и 31-ю (верхняя граница) позиции 
в ранжированном ряду. Такой подход позволил до-
статочно условно выделить территории с благопри-
ятным, типовым и неблагоприятным уровнями за-
болеваемости для каждой рассматриваемой формы 
парентеральных вирусных гепатитов. Иллюстрация 
этого подхода на примере хронического ВГС при-
ведена на рис. 2. Такой же принцип использован и 
для других форм рассматриваемых парентеральных 
вирусных гепатитов. 

Исходя из решения Ассамблеи ВОЗ о глобальной 
ликвидации вирусных гепатитов и направленности 
представленной работы, наиболее перспективное 
значение для эпиднадзора и эпидконтроля имеют 
территории с неблагоприятным развитием эпиде-
мического процесса, которые в этом случае можно 

Таблица 1
Среднемноголетние показатели, характеризующие эпидемический процесс различных форм вирусных 

гепатитов на отдельных территориях Российской Федерации за период 2008–2016 гг.
Table 1

The mean annual indicators characterizing epidemic process of various forms of viral hepatitises in certain territories  
of the Russian Federation during 2008–2016

Нозологическая 
форма Территория Клиническая 

форма М, 0/0000 ±m, 0/0000 Тпр., % Тенденция 
заболеваемости (р)

Вирусный гепатит В

Российская Федерация
ОВГВ 2,2 0,4 –25,5 < 0,01

ХВГВ 12,5 0,4 –4,2 < 0,01

Сибирский федеральный округ
ОВГВ 2,9 0,7 –36,9  < 0,01

ХВГВ 13,9 0,7 –5,1 < 0,01

Иркутская область
ОВГВ 3,0 0,9 –11,1 < 0,01

ХВГВ 9,1 0,6 –5,4 < 0,01

Вирусный гепатит С

Российская Федерация
ОВГС 2,0 0,2 –12,3 < 0,01

ХВГС 38,9 0,5 –0,5 > 0,05

Сибирский федеральный округ
ОВГС 1,9 0,2 –24,0 < 0,01

ХВГС 43,1 0,7 –0,7 > 0,05

Иркутская область
ОВГС 3,3 0,5 –14,2 < 0,01

ХВГС 32,6 1,7 7,2 < 0,01
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Рис. 2.  Оценка эпидемической ситуации по хроническому вирусному гепатиту С на территории Иркутской области за 
2008–2016 гг. (0/0000).

Fig. 2.  Assessment of an epidemic situation on chronic viral hepatitis C in the territory of the Irkutsk region for 2008–2016 (0/0000).
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отнести к зонам риска. В таблице  2 представлено 
ранжированное распределение территорий (от ми-
нимума к максимуму) в зонах с неблагоприятным 
развитием эпидемического процесса для всех форм 
(острого и хронического) ВГВ и ВГС. 

Основанием для такого распределения явилась 
частота встречаемости административных терри-
торий Иркутской области из зон риска для каждой 
из отдельных форм парентеральных вирусных гепа-
титов. Условной границей такого выделения явился 
верхний доверительный интервал медианы. Этот 
подход позволил достаточно строго ранжировать 
территории риска на три группы:

1. Территории риска с относительно низкой 
возможностью заболевания парентеральными ви-
русными гепатитами. В эту группу вошли админи-
стративные территории области, в которых вирусные 
гепатиты встречались за весь многолетний период 
наблюдения один или два раза из четырёх макси-
мально возможных (табл. 2).

2. Территории риска с высокой возможностью 
заболевания парентеральными вирусными гепати-
тами. Сюда отнесены территории, встречаемость 
которых достигала трёх раз из четырёх (г.г. Иркутск 
и Ангарск).

3. Территории риска с чрезвычайно высокой воз-
можностью заболевания парентеральными вирусны-
ми гепатитами (г. Усть-Илимск, а также Катангский и 
Шелеховский районы).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Парентеральные вирусные гепатиты (острые 
и хронические формы) широко распространены на 
территории Иркутской области: из 43 администра-
тивных территорий области 24 относятся к неблаго-
получным по заболеваемости той или иной формой 
парентерального вирусного гепатита. Пять из них 

являются территориям высокого эпидемиологиче-
ского риска: города Иркутск, Ангарск и Усть-Илимск, 
а также Катангский и Шелеховский районы.

Изучение многолетней динамики заболевае-
мости вирусными гепатитами В и С в Иркутской 
области с определением территорий риска имеет 
важнейшее значение при планировании профилак-
тических мероприятий, направленных в перспек-
тиве на искоренение парентеральных вирусных 
гепатитов.

Снижение указанной заболеваемости приведёт 
к улучшению состояния здоровья населения в виде 
уменьшения длительности временной нетрудоспо-
собности и инвалидизации населения, а также смерт-
ности от данной инфекционной патологии.

Статья написана в рамках контракта (Госу-
дарственный контракт № 561-НИОКТР/0060/0061-
ЭА/18) на выполнение научно-исследовательской, 
опытно-конструкторской и технологической работы: 
«Научно-обоснованный план действий здравоохране-
ния Иркутской области по ликвидации парентераль-
ных вирусных гепатитов» Министерства здравоохра-
нения Иркутской области.
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Выявление эпидемических субтипов генотипа Beijing  
Mycobacterium tuberculosis, циркулирующих в Приморском крае *
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По данным ВОЗ, треть населения в мире инфицированы микобактериями туберкулёза, в результате чего 
ежегодно умирает почти 2  миллиона человек. Дальний Восток относится к территориям с высоким 
уровнем заболеваемости и распространённости туберкулёза. Одним из основных факторов, влияющих на 
распространённость туберкулёзной инфекции, является развитие МЛУ и ШЛУ. Случаи туберкулёза, связанные 
с развитием лекарственной устойчивости, как правило, вызваны эпидемическими штаммами МБТ. Важным 
является исследование распространённости ТБ на территориях с высоким бременем инфекции, к которым 
и относится Дальний Восток. 
Целью исследования было провести генотипирование штаммов и оценить частоту распространённости 
субтипов CC1 и CC2 на территории Приморского края.
Материалы и методы. ДНК из 99 клинических изолятов MБT из Приморского края были отгенотипированы 
с использованием делеционного анализа по RD 105/207, MIRU-VNTR 24 типирования. 
Результаты. Доминирующее количество штаммов относилось к генотипу Пекин (59,6 %). Экспресс-метод 
показал 22  изолята подтипа CC2/W148, который имел 6 различных профилей MIRU-VNTR-24. Согласно 
классификации MLVA MtbC 15-9 наиболее распространённым среди изолятов профиля CC2/W148 является 
100-32 (59,1 %). Среди этих профилей была зарегистрирована самая высокая частота МЛУ/ШЛУ – 69,2 %. 
По результатам экспресс-анализа 46 изолятов с 30 различными профилями MIRU-VNTR-24 принадлежали 
подтипу CC1, из которых доминирующее число принадлежало 99-32 и 94-32 на долю которых приходилось 
одинаковое количество профилей – 15,2 %.
Выводы. Методы экспресс-генотипирования эпидемических субтипов генотипа Пекин могут иметь большое 
значение для эпидемиологического надзора и клинической практики. Разработанные методы позволяют 
определить более широкий диапазон штаммов, чем ранее используемые методы.
Ключевые слова: M. tuberculosis,  Beijing генотип, субтипы
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Background. The Far East is the territory with high rate of incidence and prevalence of tuberculosis. Cases of tubercu-
losis caused by epidemic strains have high frequency of MDR and XDR. It is important to study the prevalence of TB in 
areas with a high burden of infection, to which the Far East belongs.
The aim of the research is to carry out genotyping of strains and assess the prevalence of CC1 and CC2 subtypes in the 
territory of Primorsky Krai.
Materials and methods. The DNAs of 99 clinical isolates of MBT from Primorsky Krai have been genotyped by the 
24-locus MIRU-VNTR and RD105/RD207. 
Results. The dominant number of strains pertained to Beijing genotype (59.6  %). The express method revealed 
22 isolates of the CC2/W148 subtype, which had 6 different MIRU-VNTR-24 profile. According to MLVA classification 
MtbC 15-9, the most common among the isolates of CC2/W148 profile is 100-32 (59.1 %). Among these profiles the 
highest frequency of MDR/XDR was recorded – 69,2 %. According to the results of the express analysis, 39 isolates 
with 26 different MIRU-VNTR-24 profiles belonged to the CC1 subtype, of which the dominant number belonged to 
99-32 and 94-32. 

*  Статья опубликована на основании доклада на III Всероссийской научно-практической конференции молодых учёных 
«Фундаментальные и прикладные аспекты в медицине и биологии» (Иркутск, октябрь, 2018).
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Conclusions. The methods of express genotyping of epidemic subtypes of the Beijing genotype are very important for 
epidemiological surveillance and clinical practice. The developed methods allow to define a wider range of strains 
than previously used methods.
Key words: M. tuberculosis, Beijing genotype, subtypes
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ВВЕДЕНИЕ

Ведущими направлениями в борьбе по сни-
жению бремени от туберкулёза (ТБ) являются со-
вершенствование системы диагностики на ранних 
этапах заболевания и снижение уровней множе-
ственной лекарственной устойчивости (МЛУ) и 
широкой лекарственной устойчивости (ШЛУ) воз-
будителя туберкулёза [9, 15]. В условиях высоких 
показателей заболеваемости и распространённости 
туберкулёза на территории Сибири и Дальнего 
Востока [8] эффективная реализация современных 
программ противодействия туберкулёзу требует 
расширения арсенала диагностических средств. 
Молекулярно-биологические тесты, способные 
определить Mycobacterium tuberculosis и его геноти-
пы и субтипы, ассоциированные частым развитием 
МЛУ и ШЛУ, являются наиболее перспективными 
в случаях ранней диагностики заболевания и про-
гнозирования неблагоприятного исхода лечения. 
Учитывая, что случаи туберкулёза, вызванные 
эпидемическими клональными комплексами СС1 
(Central Asia) и СС2/W148 (Europe/Russia) генотипа 
Beijing [5, 12, 16], имеют высокие частоты первич-
ной и вторичной МЛУ и ШЛУ, актуальным является 
изучение их распространённости на территориях с 
высоким бременем инфекции, к которым относится 
и Приморский край. Более того филогенетическая 
реконструкция эпидемической истории распро-
странения штаммов генотипа Beijing в Северной 
Азии свидетельствует о неравномерности этого 
процесса [2]. С этой точки зрения, оценка распро-
странённости исследуемых клональных комплек-
сов генотипа Beijing в Приморье сможет показать 
вовлеченность региона в эпидемические процессы 
происходившие в XX в. на территории СССР [6] и в 
приграничных странах [1].

ЦЕЛЬ И ЗАДАЧИ

Оценить частоту распространенности штаммов 
СС1 и СС2/W148 субтипов в популяции M. tuberculosis, 
циркулирующих в Приморском крае. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Генотипирование ДНК 99  изолятов микобак-
терий туберкулёза (МБТ), выделенных от больных 
ТБ (табл. 1), проживавших и проходивших лечение 
в 2015–2016 гг. на территории Приморского края, 
осуществлено с использованием делеционного 
анализа по RD 105/207, MIRU-VNTR 24 типирова-
ния и выявлением специфических для СС1 и СС2 
маркеров.

Таблица 1
Демографические данные и выявление туберкулёза

Table 1
Demographic data and the elicitation of tuberculosis

Параметр Значение

Количество пациентов, n 99

Пол, n (%):

мужской 63 (63,6 %)

женский 36 (36,3 %)

Средний возраст, лет 54 ± 20,6

Выявление, n:

впервые выявленный ТБ 58

хронический ТБ 41

Экстракцию ДНК проводили из инактивирован-
ных культур набором ДНК-сорб В (Интерлабсервис), 
в соответствии с протоколом производителя. Штам-
мы генотипа Beijing дополнительно типировали на 
регионы различий RD105 и RD207 [14]. Выявление 
субтипа СС2/W148 генотипа Beijing проводили с по-
мощью идентификации динуклеотидной делеции в 
гене kdpD [12], субтипа СС1 по SNP в гене pks17, по-
зиция 1887060 [16] методом ПЦР-РВ с праймерами 
и зондами собственного дизайна [7]. MLVA [10] MtbC 
15-9 тип определяли с помощью пакета программ 
сайта MIRUVNTRplus. Статистическая обработка дан-
ных проводилась с помощью пакета статистических 
программ Statistica  6.0 и редактора электронных 
таблиц MS Exsel 7.0. Значимость различий между 
параметрами оценивали с помощью непараметриче-
ского критерия χ2. Различия считали статистически 
значимыми при p ≤ 0,05.

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ

По результатам исследования, наибольшее ко-
личество изолятов принадлежало генотипу Beijing 
– 59,6 % (59/99). Генотипы Haarlem и LAM были об-
наружены у 8,1 % штаммов (8/99), генотипы T и Ural 
имели четвёртое и пятое место по распространённо-
сти – 6,1 % (6/99) и 4,0 % (4/99) соответственно. Микст 
генотип был выявлен в 2,0 % случаев (2/99) (рис. 1). 

По результатам 12-локусного MIRU-VNTR гено-
типирования было получено несколько вариантов 
профилей, которые распределились следующим 
образом. Доминирующими среди Beijing были 
штаммы с профилем MIT 16 (33,8 % – 24/71), ранее 
описываемые как М2 [13], обнаруживаемые во всех 
регионах России и других точках Евразии, где прово-
дились молекулярно-эпидемиологические исследо-
вания популяции МБТ. Второе место по значимости 
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заняли изоляты с профилями MIT 17 [10] – (22/71 
– 31,0  %) – М11 [13], также распространённые в 
России (табл. 2).

Beijing; 
59,6

Beijing 
orphan; 

12,1

LAM; 8,1

Haarlem; 
8,1

T; 6,1
Ural; 4 Mix; 2

Рис. 1.  Генотипы МБТ, выделенные от больных ТБ в При-
морском крае (%).

Fig. 1.  Genotypes of MBT isolated from TB patients in Primorsky 
Krai (%).

Таблица 2
Субтипы Beijing, определяемые по SITVIT,  

на изучаемой территории (%)
Table 2

Subtypes Beijing, determined by SITVIT, in the study territory 
(%)

Субтип Абс. Доля среди Beijing

Beijing MIT 16 24 33,8

Beijing MIT 17 20 28,2

Beijing MIT 82 4 5,6

Beijing MIT 83 2 2,8

Beijing MIT 84 1 1,4

Beijing MIT 101 1 1,4

Beijing MIT 136 1 1,4

Beijing MIT 137 1 1,4

Beijing MIT 138 1 1,4

Beijing MIT 571 2 2,8

Beijing MIT 592 1 1,4

Beijing MIT 642 1 1,4

Beijing orphan 12 17

Beijing, абс. 71

Выявление штаммов, принадлежащих к субтипам 
СС1 и СС2/W148, проводилось с использованием 
экспресс-тестов собственного дизайна. Апробация 
методов идентификации показала, что исследуемые 
субтипы были определены только среди изолятов, 
принадлежащих генотипу Beijing. Экспресс-методом 
определено 22 изолята субтипа СС2/W148, имевших 
6 разнообразных MIRU-VNTR-24 профилей и принад-
лежащих по классификации MLVA MtbC 15-9 к извест-
ным 6 профилям. Наиболее часто встречающийся сре-
ди изолятов СС2/W148 профиль 100-32 в изучаемой 
выборке присутствовал в доминирующем количестве 
– 59,1 % (13/22), среди которых отмечена наивысшая 
частота МЛУ/ШЛУ – 69,2 % (9/13) (табл. 3). В общей 
изучаемой выборке этот показатель был значительно 
ниже – 33,3 % (33/99) (χ2 = 6,32, р = 0,012).

Таблица 3
Вариабельность профилей MLVA MtbC 15-9 среди 

изолятов СС2/W148
Table 3

The variability of MLVA MtbC 15-9 profiles  
among the CC2/W148 isolates 

Профили MLVA MtbC 15-9 Доля встречаемости, %

100-32 59,1

3828-32 18,2

1075-32 9,1

10516-32 4,5

3754-32 4,5

98-32 4,5

Штаммы Beijing субтипа СС2, представленные в 
популяции МБТ низко вариабельными профилями, 
самый крупный из которых соответствует профилю 
100-32, наиболее вероятно, имеют недавнюю исто-
рию. Подтверждение этой гипотезы нашло в иссле-
довании спектра генотипов/субтипов, полученных 
от пациентов их «контрастных» возрастных групп, 
проживающих на территориях с различной интен-
сивностью миграционных потоков [3, 4].

Анализ ПЦР-РВ показал, что 46  изолятов отно-
сились к субтипу СС1 и имели 30 различных MIRU-
VNTR-24 профилей, принадлежащих по классифика-
ции MLVA MtbC 15-9 к 10 известным профилям, среди 
которых доминирующее количество принадлежало к 
94-32 и 99-32, на долю которых приходилось одинако-
вое количество профилей – 15,2 % (7/46). К неиден-
тифицированным образцам были отнесены 21–46 % 
(21/46) вариабельных профилей, которые наиболее 
часто отличались от профиля 99-32 по локусам Mtub 
30, Qub26 и MIRU 40 на 1–3 повтора (табл. 4). Среди 
изолятов, отнесённых к субтипу СС1, МЛУ несли 
26,1 % (12/46). Доминирующую часть штаммов пред-
ставляли образцы с чувствительностью к противо-
туберкулёзным препаратам – 58,7 % (27/46). 

Таблица 4
Вариабельность профилей MLVA MtbC 15-9  

среди изолятов СС1
Table 4

The variability of MLVA MtbC 15-9 profiles  
among the CC1 isolates 

Профили MLVA MtbC 15-9 Доля встречаемости, %

99-32 15,2

94-32 15,2

1068-32 4,3

10616-32 2,2

14937-33 2,2

783-32 2,2

9135-33 2,2

9341-33 2,2

94-33 2,2

94-419 2,2

96-33 2,2

99-33 2.2
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Широкая вариация профилей Beijing СС1 по-
зволяет предполагать, что эта группа составлена из 
источников различного происхождения, имеющего 
разную давность заноса на исследуемой территории. 

ВЫВОДЫ

Методы экспресс выявления эпидемических 
субтипов генотипа Beijing СС1 (Central Asia) и СС2/
W148 (Europe/Russia) могут иметь большое теорети-
ческое и практическое значение как в клинической 
практике, так и при осуществлении динамического 
наблюдения в рамках эпидемиологического надзора 
за туберкулёзом. Разработанные методы быстрого 
выявления этих субтипов очертили более широкий 
круг штаммов, чем ранее используемые методы. Сле-
дует отметить, что в эту выборку помимо всех про-
филей, принадлежащих субтипам CC1 и CC2/W148, 
вошёл ряд штаммов из минорных субтипов генотипа 
Beijing, определяемых по MIRU-VNTR 24. Это явление 
требует дальнейшего исследования, поскольку среди 
выявленных «пограничных» профилей могут быть 
обнаружены штаммы, являющиеся предковыми по 
отношению к исследуемым субтипам. Распростра-
нение штаммов, соответствующих профилям 94-32, 
99-32 и 100-32 по классификации MLVA MtbC 15-9, 
говорит об общих закономерностях экспансии этих 
вариантов возбудителя туберкулёза. 
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Опыт лечения ложного сустава диафиза лучевой кости,  
сочетающегося с крупным дефектом диафиза локтевой кости  
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В данной статье представлен опыт хирургического лечения редко встречающейся патологии верхней 
конечности – псевдоартроза средней трети диафиза лучевой кости, дефект-псевдоартроза верхней и средней 
трети диафиза локтевой кости. Определение и составление точной модели и тактики лечения имеют 
решающее значение для восстановления анатомии и функции повреждённой верхней конечности. Редкость 
данного случая заключалась в размере дефекта локтевой кости, который составлял до 4,0 см, а также в 
дефиците и рубцовых изменениях мягких тканей и мышц правого предплечья, обусловленных тяжестью 
травмы и множеством оперативных вмешательств на правом предплечье. Выбранная тактика лечения 
состояла из нескольких последовательных этапов: резекция зоны ложного сустава правой лучевой кости, 
комбинированный чрескостный остеосинтез правой лучевой кости, резекция ложного сустава диафиза 
правой локтевой кости с замещением дефекта аутотрансплантатом из нижней трети малоберцовой 
кости, комбинированный напряжённый остеосинтез и чрескостный остеосинтез аппаратом внешней 
фиксации стержневой компоновки правой локтевой кости.
Результаты хирургического лечения ложных суставов зависят от определения правильных показаний к 
определённому виду оперативного вмешательства и грамотного выполнения предусмотренного плана лечения.
Выбранная нами тактика лечения позволила успешно восстановить анатомию и функцию повреждённого 
сегмента, социально реабилитировав пациента.
Ключевые слова: чрескостный остеосинтез, костная аутопластика, ложный сустав, дефект-диастаз, лучевая 
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Experience in the Treatment of the False Joint of the Diaphysis of the Radial 
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This article presents the experience of surgical treatment of rare pathology of the upper limb – pseudoarthrosis of the 
middle third of the diaphysis of the radius, defect pseudoarthrosis of the upper and middle third of the ulnar diaphysis. 
The definition and compilation of an accurate model and treatment tactics are critical to restoring the anatomy and 
function of the injured upper limb. The rarity of this case was the size of the ulna defect, which was up to 4.0 cm, the 
scarring and cicatricial changes in the soft tissues and muscles of the right forearm, due to the severity of the injury 
and the multitude of surgical interventions on the right forearm. The chosen treatment tactics consisted of several 
successive stages: resection of the zone of false joint of the right radial bone, combined transosseous osteosynthesis of 
the right radius bone, resection of the false elbow joint of the right ulna with replacement of the defect with autograft 
from the lower third of the fibula, combined strained osteosynthesis and transosseous osteosynthesis by external fixa-
tion apparatus with rod configuration of the right ulna.
The results of surgical treatment of false joints depend on the determination of the correct indications for a certain 
type of surgical intervention and the competent implementation of the planned treatment plan.
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The chosen treatment tactics allowed us to successfully restore the anatomy and function of the damaged segment, 
thus rehabilitating the patient.
Key words: transosseous osteosynthesis, bone autoplasty, false joint, defect-diastase, radius, ulna, treatment
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ВВЕДЕНИЕ

Ложные суставы (псевдоартрозы) костей пред-
плечья являются наиболее тяжёлым и частым ос-
ложнением переломов данного сегмента [2, 4, 11]. В 
практике восстановительной хирургии, по данным 
разных авторов, псевдоартрозы костей предплечья 
составляют 20–25  % в структуре псевдоартрозов 
длинных трубчатых костей и 53,5  % – среди пере-
ломов костей верхней конечности [5, 6, 12]. Дефекты 
верхней конечности в структуре псевдоартрозов и 
дефектов длинных костей составляют 7,2 %, а частота 
выявления дефектов костей предплечья не превы-
шает 3,8 % клинических наблюдений [3, 10].

В настоящее время существует множество раз-
личных способов и методов хирургического лече-
ния ложных суставов костей предплечья. Костная 
пластика в сочетании с металлоостеосинтезом, 
компрессионным остеосинтезом значительно улуч-
шили исходы хирургического лечения последствий 
переломов костей предплечья [1, 8, 9]. Но всё же 
проблема лечения ложных суставов костей пред-
плечья в настоящее время остаётся до конца не 
решённой.

Представленный клинический случай демонстри-
рует ошибки лечения диафизарного перелома костей 
предплечья и медицинскую технологию лечения по-
следствия данного повреждения. 

Клинический пример
Больная  Б., 29  лет, поступила в травматолого-

ортопедическое отделение ФГБНУ «Иркутский на-
учный центр хирургии и травматологии» с диагно-
зом: Приобретённая рекурвационная деформация 
костей правого предплечья. Псевдоартроз средней 
трети диафиза лучевой кости, дефект-псевдоартроз 
верхней и средней трети диафиза локтевой кости. 
Комбинированная контрактура правого локтевого, 
лучезапястного суставов, лучелоктевых сочленений. 
Регионарный остеопороз. Посттравматическая ней-
ропатия лучевого нерва справа. 

При поступлении пациентка жаловалась на боли 
и деформацию в области правого предплечья, огра-
ничение движений в правом локтевом и лучезапяст-
ном суставах, невозможность вращения предплечья 
и кисти.

В анамнезе травма: 26.04.2014  г. в результате 
ДТП упала с мотоцикла, бригадой скорой медицин-
ской помощи была доставлена в приёмное отделе-
ние дежурной больницы с диагнозом: Открытый 3 
«Б» степени оскольчатый перелом средней трети 
диафиза костей правого предплечья со смещением 
отломков. Посттравматическая нейропатия лучевого 
нерва справа с выраженными двигательными нару-
шениями. Обширная скальпированная рана правого 
предплечья.

26.04.2014 г. выполнено оперативное вмеша-
тельство – первичная хирургическая обработка 
раны, интрамедуллярный остеосинтез костей 
предплечья двумя спицами Киршнера. Затем па-
циентка переведена в ожоговое отделение с диа-
гнозом: Обширная инфицированная рана правого 
предплечья.

20.05.2014 г. выполнена операция – аутодермо-
пластика правого предплечья. 06.06.2014 г. спицы 
удалены в связи с воспалительным процессом мяг-
ких тканей предплечья, правая верхняя конечность 
иммобилизована гипсовой шиной, в дальнейшем 
пациентка наблюдалась в поликлинике по месту 
жительства. Пациентку продолжали беспокоить 
ограничение движений в суставах правого пред-
плечья и невозможность полноценно пользоваться 
правой верхней конечностью. Пациентка направле-
на на консультацию в ИНЦХТ, где установлен диа-
гноз: Ложные суставы костей правого предплечья 
и рекомендовано оперативное лечение. В плановом 
порядке 22.01.2015 г. (через 9 месяцев после полу-
чения травмы) после прохождения обязательного 
клинического обследования и демонтажа аппарата 
внешней фиксации (АВФ) пациентка поступила в 
травматолого-ортопедическое отделение ИНЦХТ. 
При объективном исследовании на кожных по-
кровах правого предплечья в проекции лучевой и 
локтевой кости визуализируются послеопераци-
онные рубцы, кисть «висит», отмечается её вялое 
разгибание, отведение I пальца отсутствует, присут-
ствует гипостезия по тыльной поверхности кисти, 
предплечья и плеча. При пальпации патологическая 
подвижность в проекции средней трети правого 
предплечья, амплитуда движений в локтевом су-
ставе – 100°/30°/0°, в лучезапястном – 30°/10°/0°, 
ротация предплечья – 5°/0°/5°.

На рентгенограммах правого предплечья (рис. 1) 
видно, что нарушена целостность средней трети диа-
физа правой лучевой кости, средней и верхней трети 
диафиза правой локтевой кости с дефектом 1,0  см. 
Контуры концов отломков неровные, склерозирован-
ные. Линия просветления прослеживается на всём 
протяжении. Рекурвация 170°. Рентгенпрозрачность 
костной ткани повышена.

После клинико-рентгенологического обсле-
дования был установлен диагноз: Приобретённая 
рекурвационная деформация костей правого пред-
плечья. Псевдоартроз средней трети диафиза луче-
вой кости, дефект-псевдоартроз верхней и средней 
трети диафиза локтевой кости. Комбинированная 
контрактура правого локтевого, лучезапястного 
суставов, лучелоктевых сочленений. Регионарный 
остеопороз. Посттравматическая нейропатия луче-
вого нерва справа. 
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Рис. 1.  Рентгенограмма правого предплечья пациентки Б. 
до операции. 

Fig. 1.  X-ray of the right forearm of patient B. before surgery 

Принято решение выполнить двухэтапное опе-
ративное лечение – комбинированный чрескостный 
остеосинтез правой лучевой кости и комбинированный 
напряжённый остеосинтез правой локтевой кости. 

Первым этапом выполнен доступ к ложному су-
ставу средней трети правой лучевой кости, выполнена 
резекция (0,5 см) концов отломков, вскрыт костномоз-
говой канал. Выполнен комбинированный чрескост-
ный остеосинтез правой лучевой кости по схеме:
	 III.9.90 → IV.10.90 → VI.9.90 VII.10.90 
	  ½ 120  →  ½ 120  → 	  ½ 120 

Следующим этапом выполнен доступ к дефекту 
средней и верхней трети диафиза правой локтевой 
кости, выполнена резекция (1,5 см) концов отломков, 
вскрыт костномозговой канал. Дефект диафиза локте-
вой кости после резекции концов отломков составлял 
4,0 см. Для восстановления первоначальной длины 
локтевой кости и замещения дефекта выполнен забор 
аутотрансплантата размером 4,0 см из нижней трети 
малоберцовой кости справа. Аутотрансплантат обрабо-
тан, в нём сверлом d = 3,2 мм сделан канал для осевой 
компрессирующей спицы (ОКС). По разработанной и 
запатентованной нами технологии «Способ лечения 
перелома или последствий травм диафиза костей пред-
плечья» [7] выполнена операция: замещение дефекта 
диафиза правой локтевой кости костным аутотран-
сплантатом из нижней трети малоберцовой кости 
справа; комбинированный напряжённый остеосинтез и 
чрескостный остеосинтез аппаратом внешней фиксации 
стержневой компоновки правой локтевой кости (рис. 2). 

Схема:
	 IV,11,90 V10.90 – VI,10,90 VII,11,90
	          ½ 120         →           ½ 120 

Спица фиксирована в дистракционном зажиме к 
проксимальной базе АВФ.

Рис. 2.  Рентгенограмма правого предплечья пациентки Б. 
после операции. 

Fig. 2.  X-ray of the right forearm of patient B. after surgery. 

Послеоперационный период протекал без ослож-
нений. Движения в смежных суставах правого пред-
плечья разрешены с первого дня после операции. На 
14-е сутки после операции сняты швы, и пациентка 
в удовлетворительном состоянии выписана на амбу-
латорное лечение. 

На контрольных рентгенограммах правого пред-
плечья через 6  недель после операции в проекции 
дефекта-диастаза локтевой кости виден трансплан-
тат размером 9,0 см, ось костей предплечья удовлет-
ворительная. Регионарный остеопороз.

Рис. 3.  Рентгенограмма правого предплечья пациентки Б. 
через 6 недель после операции.

Fig. 3.  X-ray of the right forearm of patient B. 6 weeks after surgery.
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Через 14 месяцев после операции при отсутствии 
клинических признаков подвижности во время прове-
дения клинической пробы в зоне повреждения, наличии 
рентгенологических признаков сращения отломков 
правой лучевой кости и перестройки костного ауто-
транспланта локтевой кости выполнили демонтаж АВФ. 

Рис. 4.  Рентгенограмма правого предплечья пациентки Б. 
через 14 месяцев фиксации в АВФ. 

Fig. 4.  X-ray of the right forearm of patient B. after 14 months of 
fixation in the external fixator. 

Рис. 5.  Рентгенограмма правого предплечья пациентки Б. 
после демонтажа АВФ. 

Fig.  5.  X-ray of the right forearm of patient  B. after removal of 
external fixator.

Больная свободно пользуется правой верхней 
конечностью в повседневной жизни. Объём движе-
ний в лучезапястном суставе составил: сгибание/
разгибание – 25°/0°/30°, отведение лучевое/локте-
вое – 10°/0°/15°, супинация/пронация – 10°/0°/15°; 
объём движений в локтевом уставе: сгибание/раз-
гибание – 150°/0°/0°. 

Анатомический и функциональный результат ле-
чения по системе Маттиса – Любошица – Шварцберга 
расценен как удовлетворительный. 

Таким образом, приведённый нами клинический 
пример иллюстрирует возможности успешного лече-
ния пациентов с редко встречаемыми повреждения-
ми костей предплечья (псевдоартроз средней трети 
диафиза лучевой кости, дефект-псевдоартроз верхней 
и средней трети диафиза локтевой кости) методом 
чрескостного остеосинтеза, способствующим опти-
мальной ранней социальной реабилитации пациента. 
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Evidences about Human Tick-Borne Infections in Cuba

1 Tropical Medicine Institute “Pedro Kourí”  
(Ave Novia del Mediodía, Km 6½, La Lisa, La Habana, 11400, Cuba) 

2 Swiss National Reference Centre for Tick-Transmitted Diseases  
(Boucle de Cydalise 16, 2300, La Chaux-de-Fonds, Switzerland) 

3 Laboratory of Eco-Epidemiology of Parasites, Institute of Biology, University of Neuchâtel  
(Emile-Argand 11, 2000 Neuchâtel, Switzerland) 

Serosurveys for IgG antibodies to Borrelia burgdorferi sensu stricto in a population exposed to tick bites (n = 247) and 
blood donors (n = 114) were done to assess the prevalence of tick-borne infections in Cuba. Seroprevalence of antibor-
relial IgG antibodies was estimated in 0.6–7.2 % and 0 % of risk population and blood donors, respectively. While 
previous expositions to A. phagocytophilum (7.2 %), E. chaffensis (3.6 %) and B. microti (11.5 %) were serologically 
detected. These reports suggest the presence of tick-borne pathogens in Cuba, nonetheless lacking of further accurate 
information strongly calls to the need of more deeply studies.
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Распространённость клещевых инфекций среди населения о. Куба
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3 Laboratory of Eco-Epidemiology of Parasites, Institute of Biology, University of Neuchâtel  
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Для оценки распространённости клещевых инфекций среди населения о. Куба были проведены серологические 
исследования на наличие специфических антител к Borrelia burgdorferi sensu stricto, Anaplasma phagocytophilum, 
Ehrlichia chaffensis and Babesia microti среди людей, пострадавших от укусов клещей (n = 247) и среди здоровых 
доноров (n = 114). Иммунная прослойка в отношении Borrelia burgdorferi sensu stricto составила 0,6–7,2 % среди 
группы риска и 0 % – среди здоровых доноров крови. Кроме того, были выявлены случаи контакта населения 
с A. phagocytophilum (7,2 %), E. chaffensis (3,6 %) и B. microti (11,5 %). Полученная информация указывает на 
возможность существования активных природных очагов трансмиссивных клещевых инфекций на Кубе. Для 
получения точной информации о распространённости клещевых патогенов в Республике Куба необходимы 
углублённые исследования.
Ключевые слова: Borrelia, Anaplasma, Ehrlichia, Babesia, иммунная прослойка, IgG, Куба
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INTRODUCTION

Hard ticks (Acari: Ixodidae) are ectoparasitic ar-
thropods and vectors of pathogenic microorganisms, 
affecting both humans and animals. The main species of 
hard ticks in Cuba are: Rhipicephalus sanguineus sensu 
lato, R. microplus, Dermacentor nitens and Amblyomma 
cajennense sensu lato; the last one is a three-host tick 
that feeds on a large spectrum of hosts, including hu-
mans. In our country, tick-borne infections in humans 

have not been officially recognized due to the absence 
of direct manifestation of the causal agents in samples 
from clinical cases. 

MATERIAL AND METHODS

Serosurveys for IgG antibodies to Borrelia burgdor-
feri sensu stricto in a population exposed to tick bites 
(n = 247) and blood donors (n = 114), and for Anaplasma 
phagocytophilum (n = 83), Ehrlichia chaffensis (n = 55) 
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and Babesia microti (n  =  61) in people from the same 
population at risk were done. Sera from patients with 
clinical suspicion of Lyme disease during 1998–2016 
were tested by ELISA-IgM/IgG and Western blot-IgM/
IgG for specific antibodies to B. burgdorferi sensu lato. 
Exploratory studies searching pathogens (Borrelia spp., 
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., Babesia spp., Coxiella 
burnetii and Ricketssia spp.) on Cuban ticks mainly from 
horses, bovines and dogs have been conducted using 
Polymerase chain reaction, Reverse line blot hybridiza-
tion and DNA sequencing.

RESULTS AND DISCUSSION

Seroprevalence of antiborrelial IgG antibodies was es-
timated in 0.6–7.2 % and 0 % of risk population and blood 
donors, respectively. Borrelial infection was also confirmed 
by specific IgM and IgG detection on clinically suspected 
patient sera. While previous expositions to A. phagocytoph-
ilum (7.2 %), E. chaffensis (3.6 %) and B. microti (11.5 %) 
were serologically detected. DNA from Anaplasma/Ehrlichia 
spp., Babesia spp., R. amblyommii and Coxiella burnetii were 
detected in ixodid, mainly A. cajennense. These are the first 
reports suggesting the presence of tick-borne pathogens in 
Cuba, nonetheless lacking of further accurate information 
strongly calls to the need of more deeply studies. 
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К юбилею  
ЛЕОНИДА ИННОКЕНТЬЕВИЧА КОРЫТОВА

28 августа 2018 года отметил свой юбилей один из уважаемых членов Диссертационного совета при 
ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ, доктор медицинских наук, профессор Корытов Леонид Иннокентьевич, трудовая дея-
тельность которого связана с Иркутским государственным медицинским университетом. Он прошёл путь 
от студента до заведующего кафедрой и декана.

Леонид Иннокентьевич Корытов родился 28 августа 1943 г. в Бурятской АССР (село Дырестуй Джи-
динского района) в многодетной семье. Окончив среднюю школу, поступил в Иркутский мединститут на 
стоматологический факультет. После завершения обучения (1965 г.) был зачислен в аспирантуру на кафедру 
нормальной физиологии человека и интенсивно включился в научный и учебный процесс. Под руководством 
профессора А.И. Никитина много времени уделял экспериментальной работе с животными, был активным 
членом научного кружка кафедры, участвовал в различных студенческих научных конференциях. В 1969 г. 
защитил кандидатскую диссертацию («Влияние дикорастущих ягод сизой жимолости и голубики на же-
лудочную секрецию и газообмен»), а в 1992 г. – докторскую («Центральные и периферические механизмы 
адаптации организма при воздействии органических растворителей»). В 1968 г. ему было присвоено звание 
доцента, а в 1993 г. – профессора. 

В 1974 году доцент Корытов Л.И. прошёл в Москве 6-месячную переподготовку по курсу «Медицинская 
кибернетика» и на протяжении двух последующих лет читал лекции по данному курсу. Позднее, в 1977 году, 
был принят по конкурсу на международные курсы преподавателей-экспертов по линии «Юнеско» с из-
учением французского и английского языков, а также специальных предметов: «международное высшее 
образование», «дипломатический этикет», «тропическая медицина» и другие. Через год направлен в служеб-
ную командировку в столицу Гвинеи г. Конакри, где читал на французском языке лекции по физиологии на 
медицинском и фармацевтическом факультетах студентам университета. Одновременно исполнял обязан-
ности куратора МЗ СССР советских преподавателей-медиков Конакрийского университета, заведующего 
кафедрой теоретических дисциплин этих факультетов, курировал ряд университетов Африки, где основным 
языком служил французский. За три года работы на африканском континенте (1978–1981 гг.) он приобрёл 
хороший опыт международной педагогической деятельности, апробировал и внедрил в учебные заведения 
новые для того времени технологии педагогического процесса, опубликовал учебник по физиологии на 
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французском языке. В 1981 году Леонид Иннокентьевич вернулся в родной Иркутский государственный 
медицинский институт и продолжил работать в качестве доцента кафедры нормальной физиологии. В те-
чение 2 лет (1985–1987) был заместителем декана стоматологического факультета. В 1994 году был избран 
на должность заведующего кафедрой и оставался её бессменным руководителем в течение почти 20 лет.

Корытов Л.И. является председателем проблемной комиссии по адаптации, членом Учёного Совета 
ИГМУ и стоматологического факультета. 

Подготовил 3 докторов и 10 кандидатов наук. Является автором более двухсот печатных работ, десяти 
учебных пособий, учебника «Медицинская физиология» на французском языке, 3 монографий, более де-
сятка изобретений и рационализаторских предложений. Награждён почётными знаками «Изобретатель 
СССР» и «Отличник здравоохранения Монголии», медалью И.П. Павлова, Физиологического общества при 
РАН за большой вклад в изучение физиологии адаптации и висцеральных систем. Участвовал в работе ше-
сти съездов физиологического общества им. И.П. Павлова и ряда международных симпозиумов. Является 
председателем Иркутского отделения республиканского физиологического общества имени И.П. Павлова, 
членом общественного совета по проблемам противодействия распространению наркомании среди на-
селения Иркутской области при губернаторе Иркутской области. В течение длительного времени Леонид 
Иннокентьевич является членом Диссертационного совета Д 001.038.02 при Федеральном государственном 
бюджетном научном учреждении «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека», при-
нимает активное участие в его работе в качестве рецензента по специальности 14.03.03 – патологическая 
физиология, имеет решающее слово при вынесении заключений о соответствии диссертации заявленной 
специальности.

Леонида Иннокентьевича отличают широкая эрудиция, исключительное трудолюбие, высокое чувство 
ответственности, серьёзный подход к решению стоящих перед ним задач. Это человек яркого таланта, 
элегантного жизненного и научного вкуса, интеллигентности. Его трудолюбие, широкий диапазон инте-
ресов, высокая ответственность, компетентность и профессионализм, коммуникабельность и огромные 
организационные способности, эрудиция и творческое отношение к делу, мудрость, личное обаяние и не-
иссякаемая энергия вызывают глубокое уважение коллег.

Коллектив Диссертационного совета Д 001.038.02 при Федеральном государственном бюджетном 
научном учреждении «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека», а также сотруд-
ники лабораторий ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ сердечно поздравляют глубокоуважаемого Леонида Иннокентьевича 
с юбилеем и желают ему крепкого здоровья, благополучия, долгих лет жизни и дальнейших творческих 
успехов на благо отечественной науки и здравоохранения!

С искренним уважением,  
коллектив ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи  

и репродукции человека»
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3. Обзоры литературы – имеют более узкую специализированную направленность, чем лекции, и не-
структурированное резюме.

4. Плановые работы научно-исследовательских учреждений в виде оригинальных сообщений, содержа-
щих новые существенные научные результаты.

5. Случай из практики – информационное сообщение, представляющее сложную диагностическую про-
блему и описание её решения или редкий клинический случай. 

6. Письмо редактору. Содержит не более 500 слов и должно быть направлено на обсуждение определённой 
статьи, опубликованной в журнале «Acta biomedica scientifica»

Рукописи предоставляются в редакцию в электронном виде в формате текстового редактора Microsoft 
Word вместе с отсканированными сопроводительным письмом направляющей организации и Лицензионным 
договором. В сопроводительном письме даётся следующая информация: 

1) автор(ы) гарантируют, что рукопись оригинальная; ни статья, ни рисунки к ней не были ранее опу-
бликованы в других изданиях; 

2) автор(ы) гарантируют, что рукопись не находится на рассмотрении в другом издании; 
3) автор(ы) несут ответственность за достоверность представленных в рукописи материалов; 
4) информация о конфликте интересов/финансировании; 
5) информация о соблюдении этических норм при проведении исследования.
6) информация об авторе, ответственном за переписку, который, в соответствии с Частью 4 Гражданского 

кодекса РФ, от имени авторов заключает Лицензионный договор с редакцией. 
Без этой информации статьи не рассматриваются. 
Если рукопись является частью диссертационной работы, то необходимо указать предположительные 

сроки защиты.
Рукописи проверяются в системе «Антиплагиат».
Текст рукописи печатается шрифтом Times New Roman, кегль 12, межстрочный интервал 1,5. Таблицы и 

рисунки с подписями к ним располагаются в тексте статьи. Рисунки и таблицы следует выполнять компактно 
в целях экономии места. Наиболее удобны для типографского воспроизведения рисунки шириной в одну 
колонку (до 8 см), две колонки (до 16,5 см) или во весь лист (16,5 × 22 см).

Рисунки высылаются дополнительно отдельными файлами. Растровые изображения, выполненные в гра-
фических редакторах, предоставляются в виде файлов формата *.tif, *.jpg с разрешением не менее 300 dpi. При 
разрешении 300 dpi ширина рисунка в пикселях должна быть не менее 950 пикселей для рисунка шириной 
8 см, не менее 1950 пикселей – для 16,5 см, не менее 2600 пикселей – для 22 см. Растровые изображения 
предоставляются пофрагментно (т.е. без цифр, надписей и стрелок).

Векторные изображения предоставляются в формате программы, в которой они выполнены (Corel Draw, 
Adobe Illustrator) либо в формате *.eps.

Графики и диаграммы предоставляются в виде файлов в форматах тех программ, в которых они построены. 
Если нужна печать иллюстраций в цвете, то это необходимо указать в ходатайстве. 
Подписи к рисункам и названия таблиц дополнительно переводятся на английский язык.
Использование аббревиатур допускается только после первоначального указания полного названия.
Список литературы (ЛИТЕРАТУРА, REFERENCES) составляется в алфавитном порядке. Сначала приводятся 

работы отечественных авторов, затем – иностранных (при описании литературного источника указываются 
все его авторы). Русскоязычные ссылки в списке должны быть транслитерированы в системе BGN (с помощью 
сайта http://translit.net/ru/bgn). 

Предусматривается следующая структура статьи: 
1) фамилия (фамилии) автора (авторов) и инициалы; 2) название статьи; 3) полное (в соответствии с 

Уставом) название учреждения (учреждений) и его (их) адрес. Надстрочными арабскими цифрами отмечают 
соответствие учреждений, в которых работают авторы; 4) аннотация на русском языке (от 150 до 250 слов); 
5) ключевые слова (не более 10); 6) фамилия (фамилии) автора (авторов) и инициалы на английском 
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языке; 7) название статьи на английском языке; 8) название учреждения (учреждений) и его (их) адрес на 
английском языке; 9) аннотация на английском языке (200–250 слов); 10) ключевые слова на английском 
языке; 11) текст статьи; 12) список литературы (не более 20 источников для оригинальных статей и не бо-
лее 40 – для теоретических и обзорных работ; номера ссылок в тексте выделяются квадратными скобками); 
13) контактная информация на каждого автора на русском и английском языках, включающая фамилию, 
имя, отчество; учёную степень, учёное звание; должность; полный почтовый и электронный адреса автора, 
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Все статьи начинаются введением, содержащим чёткую формулировку цели работы. Эксперименталь-
ные и клинические оригинальные статьи включают также разделы «Материалы и методы», «Результаты» 
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замыслом авторов. 

Статья должна быть подписана всеми авторами, что даёт право на её публикацию в журнале и размеще-
ние сведений о статье в различных электронных источниках (elibrary.ru; сайты агентств-распространителей 
печатной продукции). Кроме того, подписи авторов гарантируют, что экспериментальные и клинические 
исследования выполнены в соответствии с международными этическими нормами научных исследований. 
Статьи подвергаются научному рецензированию, по результатам которого принимается решение о целесоо-
бразности опубликования работы; отклонённые статьи не возвращаются и повторно не рассматриваются. Не 
допускается параллельное представление статей в иные журналы или направление в журнал уже опублико-
ванных работ. Редакция имеет право на научное и литературное редактирование статьи и/или возвращение 
статьи автору для исправления выявленных дефектов. Датой поступления статьи в журнал считается день 
получения редакцией окончательного варианта текста. 

Статьи подвергаются научному рецензированию, по результатам которого принимается решение о це-
лесообразности опубликования работы.

Публикация статьи платная и составляет в 2017 году 2300 рублей (до 8 страниц включительно, кегль 12, 
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