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Введение
Согласно данным ВОЗ, эпилепсия является одной 

из важнейших проблем здравоохранения. ВОЗ и Меж-
дународная лига против эпилепсии (International League 
Against Epilepsy — ILAE) проводят глобальную кампа-
нию в целях обеспечения лучшей информированности 
в отношении эпилепсии, а также активизации обще-

ственных и частных усилий, направленных на улучше-
ние помощи и смягчение последствий, этой болезни. 
Согласно недавним исследованиям до 70% новых диа-
гностированных случаев эпилепсии можно успешно 
лечить с помощью противоэпилептических препаратов 
(ПЭП). После лечения в  течение 2–5 лет, примерно 

УДК 575:616.8:615.9

ВЛИЯНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ CYP2C9, CYP2C19 И MDR1 НА РИСК РАЗВИТИЯ 
ПОБОЧНЫХ ЭФФЕКТОВ ПРИ ЛЕЧЕНИИ ВАЛЬПРОАТАМИ БОЛЬНЫХ ЭПИЛЕПСИЕЙ
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Резюме. Методом ПЦР-ПДРФ анализа у больных эпилепсией (N = 76), а также в популяционной выборке 
(N = 210) был исследован полиморфизм генов, принимающих участие в метаболизме вальпроевой кислоты: гликопро-
теина P — MDR1 (3435C > T), цитохромов Р450 — CYP2C9 (430C > T, 1075A > C) и CYP2C19 (681G > A). У боль-
ных с наличием хронических побочных эффектов терапии выявлено статистически значимое увеличение частоты 
«мутантной» аллели гена CYP2C9 (1075A > C) по сравнению с лицами без таковых (14,5% и 3,5%, соответствен-
но, F < 0,03).

Ключевые слова: эпилепсия, вальпроевая кислота, побочные эффекты, цитохром P450, полиморфизм генов 
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ANALYSIS OF SIDE EFFECTS DUE TO VALPROIC ACID IN PATIENTS WITH EPILEPSY 
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Summary. Using of the PCR-RFLP analysis polymorphisms in genes of valproic acid metabolism were studied in patients 
with epilepsy and in North-Western region population of Russian Federation: P-glycoprotein — MDR1 (3435C > T), 
cytochromes P450 — CYP2C9 (430C > T, 1075A > C) and CYP2C19 (681G > A).

As compared with unaffected patients, in people with chronic adverse events statistically significant increase of «mutant» 
allele in gene CYP2C9 (1075A > C) was identified (3,5% and 14,5%, respectively, F < 0,03).

Keywords: epilepsy, valproic acid, adverse events, cytochrome P450, genetic polymorphism in CYP2C9, CYP2C19, 
MDR1.
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в 60–80% случаев лекарственная терапия может быть 
отменена без возобновления припадков [26]. Однако 
в процессе лечения нежелательные побочные реакции 
от приема лекарственных средств часто снижают каче
ство жизни в  большей степени, чем сама эпилепсия. 
Основная проблема в лечении эпилепсии — нахождение 
баланса между терапевтическим действием ПЭП и их 
возможными побочными эффектами [3].

Внимание многих исследователей и клиницистов 
в настоящее время сосредоточено на изучении наслед
ственных факторов, как лежащих в основе самого забо-
левания, так и влияющих на его лекарственную терапию.

Препаратом выбора при изолированных первично-
генерализованных тонико-клонических приступах, изо-
лированных абсансах, тонических приступах, юноше
ской абсансной и миоклонической формах эпилепсии, 
а  также при фотосенситивной эпилепсии, синдроме 
Леннокса–Гасто и других эпилептических энцефалопа-
тиях является вальпроевая кислота (ВК). Широкий 
противоэпилептический эффект ВК может объяснять-
ся сочетанием клеточного и нейрофизиологического 
механизмов действия [3, 13, 14]. Для приема внутрь 
у взрослых и детей с массой тела более 25 кг начальная 
доза составляет 10–15 мг/кг в сутки. Эффективность 
терапии определяется наличием терапевтической кон-
центрации препарата в крови (наилучшая концентрация 
препарата составляет 75–90 мг/л). Опытным путем по-
казано, что концентрация ВК в крови не всегда зависит 

от массы тела. При повышении концентрации препара-
та в крови быстрее проявляются побочные эффекты 
терапии: повышение уровня АЛТ, АСТ, билирубина, 
щелочной фосфатазы, амилазы сыворотки крови, сни-
жение уровня карнитина. Другими побочными реакци-
ями на препараты ВК являются: желудочно-кишечные 
расстройства (тошнота, рвота, повышение или снижение 
аппетита, панкреатит), эндокринные и обменные нару-
шения (увеличение веса, нарушение секреции инсули-
на, поликистоз яичников, нарушение менструального 
цикла, гипотиреоз), гепатотоксичность (повышение 
уровня печеночных ферментов, жировое перерождение 
печени), гематологические реакции (тромбоцитопения, 
лейкопения, нейтропения, анемия), нарушение функ-
ции почек и развитие остеопороза [14]. Показано, что 
женщины детородного возраста более чувствительны 
к специфическим побочным действиям ВК, таким как 
негативное влияние на репродуктивную функцию, по-
вышение массы тела и синдром поликистозных яични-
ков, снижение эффективности гормональной контра-
цепции [3].

Частота и тяжесть побочных эффектов зависят от 
того, как вальпроевая кислота метаболизируется в орга-
низме человека. Показано существование четырех неза-
висимых метаболических путей: связывание с глюкуро-
новой кислотой, β-окисление, ω1- и ω2-окисление при 
помощи изоферментов цитохрома P-450 [11, 20, 21] 
(см. рис. 1).

Рис. 1. Метаболические пути вальпроевой кислоты [11]
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В метаболизме ВК принимают участие в основном 
ферменты CYP2C9 и CYP2C19 [16, 23]. Для терапии 
препаратами ВК наиболее важен ω-1 путь окисления, 
поскольку в этом случае образуется активный метабо-
лит — 4-ен-ВК, который оказывает основное лечебное 
действие, но одновременно является токсичным веще
ством. Ферменты системы детоксикации ксенобиоти-
ков, переводя 4-ен-ВК в 5-ОН-ВК, снижают токсич-
ность ВК, но при этом и ослабляют терапевтический 
эффект [8, 15, 24].

Полиморфизм генов цитохромов CYP2C9 и CYP2C19 
был установлен как фактор, влияющий на продукцию 
ферментов со сниженной активностью (так называемые 
медленные метаболизаторы) [10, 22].

Также для определения эффективности и безопас-
ности терапии эпилепсии препаратами ВК важное зна-
чение имеет функциональный статус транспортного 
белка гликопротеина Р, который кодируется геном 
MDR1 [17]. Гликопротеин Р экспрессируется в различ-
ных органах и контролирует АТФ-зависимое удаление 
ксенобиотиков из клетки [12]. Полиморфизм гена MDR1 
представляет большой интерес для фармакогенетики. 
Наиболее значимой для функционирования продукта 
гена MDR1 является замена 3435C > Т [9, 12, 26]. У го-
мозигот по аллели Т функции гликопротеина Р наруше-
ны, что может стать причиной тяжелой интоксикации 
в случае применения целого спектра лекарств.

Цель исследования заключалась в поиске ассоциа-
ции аллелей генов CYP2C9 (430C > T и 1075A > C), 
CYP2C19 (681G > A) и MDR1 (3435C > T) с безопас
ностью и эффективностью терапии вальпроевой кисло-
той больных эпилепсией.

Материалы и методы
Создание коллекций образцов ДНК  
и формирование групп
Нами была создана коллекция образцов ДНК 76 че-

ловек, страдающих эпилепсией. В качестве группы срав-
нения была взята популяционная выборка, которую 
составили 210 человек — жителей Северо-Западного 
региона России (см. табл. 1).

Постановка диагноза «эпилепсия» основывалась на:
•	 	данных клинической картины заболевания (возраст 

манифестации заболевания, характер первых при-
ступов, наличие или отсутствие миоклонуса, наличие 

или отсутствие очаговой неврологической симпто-
матики, наличие фотосенситивности);

•	 	результатах ЭЭГ-видеомониторинга, магнитно-ре-
зонансной томографии, позитронно-эмиссионной 
томографии с целью локализации очага эпилепти-
ческой активности.
Дозы ВК в данном исследовании варьировали от 500 

до 2100 мг/день в зависимости от формы заболевания 
и тяжести возникающих нежелательных побочных ре-
акций (НПР). Методами выявления НПР являлись:
•	 	пятикратный осмотр и опрос пациентов в процессе 

терапии лечащим врачом;
•	 	оценка лабораторных данных, данных неврологиче

ского осмотра и  дополнительных исследований 
(УЗИ брюшной полости, органов малого таза).
Оценка динамики НПР производилась объективно 

и на основании жалоб пациентов в процессе исследова-
ния при повторных визитах к лечащему врачу. В иссле-
довании использовалась редуцированная шкала Наран-
жо (из опроса был исключен вопрос о плацебо). Таким 
образом, суммарный балл по редуцированной шкале со-
ставлял 8–9 баллов [19].

Выделение ДНК
Образцы ДНК выделяли из лейкоцитов перифери-

ческой крови фенольным методом [7] или в соответ
ствии с методикой Миллер с соавт. с некоторыми моди-
фикациями [18].

Анализ образцов ДНК
Для исследования полиморфизма генов CYP2C9 (*2: 

430C>T, *3: 1075A>C), CYP2C19 (*2: 681G>A) и MDR1 
(3435C>T) был использован метод ПЦР-ПДРФ.

Полимеразная цепная реакция
Нуклеотидные последовательности искомых фраг-

ментов генов получали из интернет-базы «Nucleotide» 
(«NCBI», США). Праймеры, необходимые для ампли-
фикации этих фрагментов, подбирали с использованием 
программы «Oligo 6» (США). Специфичность прайме-
ров проверяли в  программе «Nucleotide-nucleotide 
BLAST» («NCBI», США).

Реакционная смесь (25 мкл) для ПЦР содержала 
67 мМ Трис-HCl (pH 8,6), 166 мМ (NH4) 2SO4, 0,01% 
Тритон Х-100, 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого из dNTP 
(«Силекс», Россия), 2,5 ед. акт. Taq-полимеразы («Си-

Таблица 1. Сравнительные характеристики исследованных групп

Популяционная выборка Группа больных эпилепсией

Общее число, N 210 76

Мужчины, N 106 26

Женщины, N 104 48
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лекс», Россия), смесь оригинальных праймеров: 
CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2 и MDR1 по 0,4 пМ 
каждого из прямых и обратных праймеров (в отдельной 
пробирке для каждого из генов) и ДНК-матрицу (1 мкл).

Реакцию амплификации проводили при режимах, 
указанных в таблице 2.

Гидролиз эндонуклеазами рестрикции
Ферментативный гидролиз ПЦР-продукта гена 

CYP2C9*2 эндонуклеазой Bme18 I («СибЭнзим», Рос-
сия) проводили при 37 °С в течение ночи в 15 мкл реак-
ционной смеси, содержащей 5 мкл «амплификата», 
10 мкл ампулированной воды, 1,5 мкл буфера (рекомен-
дованного производителем) и 0,5 мкл фермента. Рест-
рикцию ПЦР продукта гена CYP2C9*3 эндонуклеазой 
Zsp2 I («СибЭнзим», Россия) проводили при 37 °С в те-
чение ночи в 15 мкл реакционной смеси, содержащей 
5 мкл «амплификата», 10 мкл ампулированной воды, 
1,5 мкл буфера (рекомендованного производителем), 
0,5  мкл фермента. Рестрикцию ПЦР продукта гена 
CYP2C19 эндонуклеазой Sma1 («СибЭнзим», Россия) 
проводили при 25 °С в течение ночи в 15 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей 5 мкл «амплификата», 10 мкл 
ампулированной воды, 1,5 мкл буфера (рекомендован-
ного производителем), 0,5 мкл фермента. Рестрикцию 
ПЦР продукта гена MDR1 эндонуклеазой Mbo  I 
(«СибЭнзим», Россия) проводили при 37 °С в течение 

ночи в 15 мкл реакционной смеси, содержащей 5 мкл 
«амплификата», 10 мкл ампулированной воды, 1,5 мкл 
буфера (рекомендованного производителем), 0,5 мкл 
фермента.

Визуализация результатов  
в полиакриламидном геле (ПААГ)
Полноту гидролиза (размеры ДНК-фрагментов ука-

заны в табл. 2) оценивали по результатам электрофоре-
за в 6% полиакриламидном геле с последующей окраской 
этидиумбромидом и визуализацией в проходящем УФ 
свете.

Методы статистической обработки данных
Для сравнения исследуемых групп по частотам ге-

нотипов и аллелей отдельных генов был использован 
стандартный критерий χ2 и точный критерий Фишера 
(F) [4], а  также пакет программ «GraphPad InStat» 
(США). Критический уровень значимости для отверже-
ния нулевой гипотезы принимали равным 0,05.

Результаты

Частоты генотипов и  аллелей генов CYP2C9, 
CYP2C19 и MDR1 в изученных группах, а также значе-
ния p и χ 2, полученные при сравнении частот генотипов 
и аллелей в каждой из исследованных групп с таковыми 

Таблица 2. Условия анализа полиморфизма генов CYP2C9, CYP2C19 и MDR1 методом ПЦР-ПДРФ

Гены CYP2C9*2 CYP2C9*3 CYP2C19 MDR1

Полиморфизм 430C > T 1075A > C 681G>A 3435C>T

Структура  
праймеров

F: 5’–CTCCCTCAT 
GACGCTGCGGAAT–3’
R: 5’– TCATAATGA 
AAGATATGGCCAC–3’

F: 5’–GTGCACGAGG 
TCCAGAGATGC–3’
R: 5’–GGAGAACACA 
CACTGCCAGAC–3’

F: 5’–CCAGAGCTTGG 
CATATTGTATCTATACC–3’
R: 5’–CTTCTCAAGCATTAC 
TCCTTGACCTG–3’

F: 5’–
CTGGTCCTGAAG 
TTGATCTGTGAAC–3’
R: 5’–
CATTAGGCAGTG 
ACTCGATGAAGG–3’

Условия ПЦР

95° С — 5 мин;
95° С — 30 с;
60° С — 30 с;             37 циклов
72° С — 1 мин;
закл. синтез 72° С — 5 мин

Эндонуклеаза 
рестрикции

Bme18 I Zsp2 I Sma I Mbo I

Размеры  
фрагментов

C/C 155 п. о. и 49 п. о.
C/T 204 п. о., 
155 п. о. и 49 п. о.
T/T 204 п. о.

A/A 275 п. о. и 22 п. о.
A/C 297 п. о., 
275 п. о. и 22 п. о.
C/C 297 п. о.

G/G 251 п. о. и 110 п. о.
G/A 361 п. о., 
251 п. о. и 110 п. о.
A/A 361 п. о.

C/C 186 п. о. и 59 п. о.
C/T 245 п. о., 
186 п. о. и 59 п. о.
T/T 245 п. о.
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в популяционной выборке, представлены в табл. 3. Рас-
пределение соответствующих генотипов по всем генам 
в исследуемых группах соответствовало распределению 
Харди–Вайнберга (p > 0,05; χ 2 < 3,84).

Сравнительный анализ частот генотипов и аллелей 
между выборкой больных эпилепсией и популяционной 
группой не выявил статистически значимых различий, 
подтвердив факт того, что полиморфизм изучаемых ге-
нов не вносит вклада в развитие данного заболевания.

Из общей группы людей, страдающих эпилепсией, 
были выделены две подгруппы, различающиеся степе-
нью выраженности нежелательных побочных реакций 
при терапии вальпроатами. Появление и динамика по-
бочных эффектов выявлялись как с помощью пятикрат-
ного опроса пациентов на предмет жалоб, так и путем 
проведения соответствующих анализов, если побочные 
эффекты оказывались достаточно тяжелыми. Первую 
подгруппу составили лица с хроническими побочными 
эффектами терапии (38 человек), вторую — с отсутстви-
ем таковых, а также с обратимыми и дозозависимыми 
реакциями (29 человек).

Были обнаружены различия в распределении частот 
генотипов и аллелей по гену CYP2C9*3 (P = 0,05, F = 0,032 
и P = 0,04, F = 0,024 для генотипов и аллелей, соответ
ственно) (см. рис. 2). «Мутантная» аллель гена CYP2C9*3 
характеризуется считыванием с нее фермента с очень 
сильным (вплоть до 100%) снижением активности. Это 
должно приводить к накоплению такого продукта мета-
болизма, как 4-ен-ВК, который оказывает токсическое 

действие. Повышенная частота встречаемости данной 
аллели в подгруппе с хроническими побочными эффек-
тами хорошо согласуется с выдвинутой гипотезой.

Таблица 3. Частоты генотипов и аллелей генов CYP2C9, CYP2C19 и MDR1 
	        у больных эпилепсией и в популяционной выборке

Гены и группы Частоты аллелей, % Значения p и χ 2 Частоты генотипов, % Значения p и χ 2

CYP2C9*2 C T
P = 0,333
χ 2 = 0,9373

C/C C/T T/T
P = 0,2066
χ 2 = 3,154

Эпилепсия (n = 76) 87,5 12,5 75 25 0

Популяция (n = 210) 90,72 9,28 82,38 16,67 0,95

CYP2C9*3 A C
P = 0,7

χ 2 = 0,1485

A/A A/C C/C
P = 0,7255
χ 2 = 0,6413

Эпилепсия (n = 76) 91,45 8,55 84,2 14,47 1,32

Популяция (n = 210) 92,86 7,14 86,2 13,3 0,47

CYP2C19*2 G A
P = 0,7145
χ 2 = 0,1338

G/G G/A A/A
P = 0,881
χ 2 = 0,2534

Эпилепсия (n = 76) 84,21 15,79 72,37 23,68 3,95

Популяция (n = 210) 86,39 13,61 74,75 22,28 2,97

MDR1 C T
P = 0,3629
χ 2 = 0,8278

C/C C/T T/T
P = 0,5567
χ 2 = 1,172

Эпилепсия (n = 76) 46,05 53,95 23,68 44,74 31,58

Популяция (n = 210) 41,27 58,73 17,99 46,56 35,45

Рис. 2. Распределение частот генотипов (слева) и аллелей (справа)
гена CYP2C9*3 в подгруппах больных эпилепсией
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Также выявлено различие в распределении частот 
комбинации генотипов по гену CYP2C9. В подгруппе 
с наличием хронических побочных эффектов терапии 
отмечалась более высокая частота аллелей со сниженной 
активностью фермента (P = 0,0485, F = 0,049) (см. рис. 3).

Различий в распределении частот генотипов и алле-
лей по другим изученным генам в подгруппах больных 
выявлено не было (см. табл. 4).

Обсуждение
Многочисленные данные свидетельствуют о том, 

что безопасное и эффективное применение большин
ства препаратов напрямую зависит от наследственных 
факторов. К настоящему времени выявлен целый ряд 
генов, ассоциированных с риском развития побочных 
эффектов при приеме тех или иных лекарственных 
средств [5, 6].

Длительное время основным методом терапии эпи-
лепсии являлся эмпирический подбор сочетания препа-
ратов различного спектра действия. До сих пор терапия 
нередко начинается с  применения сразу нескольких 
ПЭП. Важно отметить, что не существует универсаль-
ного противосудорожного препарата, одинаково эффек-
тивного для разных типов приступов и форм эпилепсии. 
В настоящее время стандартом лечения во всем мире 
признаны такие ПЭП, как вальпроат натрия и карбама-
зепин, — именно данные антиконвульсанты являются 
в большинстве случаев «стартовой терапией».

Важным шагом в  усовершенствовании лечения 
и профилактике побочных эффектов может стать опре-
деление полиморфизма генов CYP2C19, CYP2C9 
и MDR1 у пациентов с эпилепсией, принимающих ВК.

Биотрансформация и/или детоксикация всех ксе-
нобиотиков (чужеродных веществ), в том числе любых 
лекарственных препаратов, попадающих в организм, 
обеспечивается сложной метаболической системой, 
представленной группами ферментов, функционирую-

Рис. 3. Распределение частот комбинации генотипов по гену CYP2C9 
в подгруппах больных эпилепсией с различной степенью выражен-

ности нежелательных побочных реакций на терапию

Примечание: здесь n/n означает полное отсутствие у индивида мутант
ных аллелей CYP2C9*2 и CYP2С9*3 гена CYP2C9, n/m указывает на 
то, что в геноме есть хотя бы одна мутантная аллель, обуславливающая 
сниженную активность фермента, m/m — обе аллели гена несут SNP.

Таблица 4. Частоты генотипов и аллелей по генам CYP2C9, CYP2C19 и MDR1
	        в подгруппах больных эпилепсией

Гены и подгруппы Частоты аллелей, % Значения p и χ 2 Частоты генотипов, % Значения p и χ 2

CYP2C9*2 C T

P = 0,8191
χ 2 = 0,0523

C/C C/T T/T

P = 0,8057
χ 2 = 0,0605

Есть НПР (n = 38) 86,84 13,16 73,68 26,32 0

Нет НПР (n = 29) 92,86 7,14 79,31 20,69 0

CYP2C9*3 A C

P = 0,04*
F = 0,024*

A/A A/C C/C

P = 0,05*
F = 0,032*

Есть НПР (n = 38) 85,53 14,47 73,68 23,68 2,63

Нет НПР (n = 29) 96,55 3,45 93,1 6,9 0

CYP2C19*2 G A

P = 0,6304
χ 2 = 0,2316

G/G G/A A/A

P = 0,7921
χ 2 = 0,4661

Есть НПР (n = 38) 81,58 18,42 68,42 26,32 5,26

Нет НПР (n = 29) 86,21 13,79 75,86 20,69 3,45

MDR1 C T

P = 0,3286
χ 2 = 0,9542

C/C C/T T/T

P = 0,4702
χ 2 = 1,509

Есть НПР (n = 38) 43,42 56,58 18,42 50 31,58

Нет НПР (n = 29) 53,45 46,55 31,03 44,83 24,14

Примечание: для гена CYP2C9*3 была произведена дополнительная обработка данных точным критерием Фишера.
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щих по каскадному принципу [5, 6]. Гены, контролиру-
ющие синтез соответствующих ферментов, ранее назы-
вали генами «внешней среды» (environmental genes) 
[1]. В настоящее время их объединяют под общим на-
званием «гены метаболизма» [2]. Первую фазу биотранс
формации обеспечивают такие ферменты, как цито
хромы Р450. Суперсемейство цитохромов Р-450 
(CYP-450) отвечает за микросомальное окисление 
и представляет собой группу ферментов, имеющих мно-
жество изоформ (более 1000), которые осуществляют 
не только метаболизм лекарств, но и участвуют в син-
тезе стероидных гормонов, холестерина, простаноидов 
и др. веществ [6].

Важным критерием оценки эффективности прово-
димого лечения являются возникновение и аггравация 
(увеличение тяжести) НПР, которые на фоне снижения 
частоты и тяжести эпилептических припадков могут 
значительно ухудшать качество жизни больного. Лече-
ние эпилепсии предполагает длительный прием ПЭП, 
но иногда через некоторое время после начала приема 
ранее назначенный препарат приходится заменять дру-
гим. Одной из важных причин вынужденной замены 
препарата являются вызываемые им нежелательные 
побочные реакции. Различают острые и хронические 
токсические эффекты, которыми обладают ПЭП. Среди 
них выделяют неспецифические дозозависимые, специ-
фические фармакодинамические эффекты для данного 
препарата и редкие, но потенциально опасные для жиз-
ни пациента реакции идиосинкразии. Первые два типа 
реакций обычно могут быть своевременно диагностиро-
ваны и предотвращены. Последний тип реакций, как 
правило, непредсказуем и развивается очень быстро, что 
практически не позволяет провести диагностику на до-
клинической стадии.

В нашем исследовании НПР были условно разделе-
ны на три типа: обратимые (пропадают при отмене пре-
парата или корректируются с помощью диеты и т.  п.), 
дозозависимые (проявляются либо снижаются при из-
менении дозировки препарата) и хронические, когда 
в организме происходят значительные нарушения жиз-
ненно важных функций (см. табл. 5).

Таблица 5. Распределение больных в соответствии с возникновением жалоб  
	       при приеме препаратов вальпроевой кислоты

Тип нежелательных побочных реакций N %

Обратимые и дозозависимые 14 18,5

Хронические 38 50

Отсутствуют 15 19,7

Не оценены 9 11,8

Плохо функционирующий продукт гена MDR1 уве-
личивает риск развития побочных эффектов, связанных 
с образованием в процессе метаболизма токсичных про-
дуктов. Из приведенной выше табл. 4 видно, что у лиц 
с хроническими побочными эффектами повышена час-
тота генотипов, содержащих «мутантную» аллель, на 
12,6% и частота самой аллели, блокирующей действие 
гликопротеина Р, на 10%. Несмотря на то, что ассоциа-
ции между полиморфизмом гена MDR1 и развитием 
побочных эффектов выявлено не было, повышенная 
частота аллели T может свидетельствовать о важной 
роли гликопротеина Р в коррекции терапии больных 
эпилепсией, но это положение нуждается в дополни-
тельной проверке.

Согласно полученным данным, частоты аллелей и ге-
нотипов по генам CYP2C9, CYP2C19 и MDR1, продукты 
которых играют ведущую роль в метаболизме вальпро-
евой кислоты, у больных эпилепсией в целом не отли-
чались от соответствующих показателей среди жителей 
Северо-Западного региона России. Однако в подгруппах 
больных с эпилепсией в зависимости от наличия или 
отсутствия побочных реакций, была показана ассоциа-
ция побочных эффектов терапии с наличием аллели гена 
CYP2C9, снижающей активность фермента, тогда как 
продукт гена CYP2C19, по-видимому, задействован в де-
токсикации метаболита 4-ен-ВК в меньшей степени.

Поскольку часть больных эпилепсией получает те-
рапию несколькими препаратами одновременно, это 
может отражаться на ее эффективности и одновременно 
увеличивать риск НПР. Таким образом, информация об 
аллельных вариантах генов CYP2C9, CYP2C19 и MDR1 
у конкретного больного позволяет оптимизировать до-
зировку препаратов ВК, спрогнозировать развитие НПР, 
сделать терапию более эффективной, то есть персони-
фицированной и менее токсичной.

Дальнейшие исследования для внедрения фармако-
генетического подхода к  персонификации терапии 
в клиническую практику предполагают поиск генети-
ческих причин заболевания и возникновения нежела-
тельных эффектов терапии с использованием метода 
полногеномного секвенирования.
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Первое международное определение ИМ, ВОЗ,  
1979 г. ЭКГ и «сывороточные ферменты»

В 1979 г. Всемирная организация здравоохранения 
(ВОЗ) предложила стандартизованное определение ИМ 
или, иначе говоря, стандартные диагностические крите-
рии ИМ [1]. Причинами этой инициативы были: боль-
шая гетерогенность клинических симптомов, манифес-
тируемых при поступлении пациентов с  сердечной 
болью, и часто встречающаяся неопределенная картина 
на ЭКГ, не позволяющая однозначную интерпретацию. 

УДК 616.127-005.8-07:577.353.2

ТРЕТЬЕ ВСЕОБЩЕЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИНФАРКТА МИОКАРДА: 
РЕШАЮЩЕЕ ЗНАЧЕНИЕ ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ ТРОПОНИНОВ

В.В. ВЕЛЬКОВ
ЗАО «ДИАКОН», г. Пущино, Московская область

Резюме. Краткий обзор развития методов лабораторной диагностики, включающих измерение циркулирующих 
концентраций кардиальных биомаркеров, и эволюции диагностических критериев инфаркта миокарда. Особое 
внимание уделяется сравнению чувствительности и специфичности по отношению к диагностике ИМ таких мар-
керов, как креатининкиназа МБ и кардиальные тропонины. Кратко излагаются основные положения международ-
ных рекомендаций, касающихся диагностических критериев ИМ, в частности, критерии ИМ, сформулированные 
в 1979 г. ВОЗ, и затем всеобщие («универсальные») определения ИМ, сформулированные в 2000, 2007 и в 2012 гг. 
Особое внимание уделено методам высокочувствительного измерения уровней тропонинов и проблемам, связанным 
с интерпретацией их результатов. Основное внимание уделено краткому изложению принципов и рекомендаций, 
содержащихся в текущем, уже третьем всеобщем определении ИМ.

Ключевые слова: инфаркт миокарда, диагностика, высокочувствительный тропонин.

THIRD GENERAL DEFINITION OF MYOCARDIAL INFARCTION:  
FINAL ROLE OF HIGH SENSITIVITY TROPONINS DETERMINATION

V.V. VELKOV 
ZAO “DIAKON”, Pushino, Moscow District

Summary. Brief review of the laboratory methods development including measurement of serum cardiac biomarkers and 
evolution of myocardial infarction (MI) diagnostic criteria. Special attention is attracted to comparison of sensitivity and 
specificity of MB creatinphosphokinase and cardiac troponins in MI diagnosis. Brief review of modern international 
recommendations regarding MI diagnostic criteria is given including the WHO ones (1979) and general (universal) ones 
formulated in 2000, 2007 and 2012. Special attention is attracted to high sensitivity  troponins measurement and problems 
regarding results interpretation. Brief review of principles and recommendations included into the last universal MI definition 
is given.

Key words: myocardial infarction, diagnostics, high sensitive troponin.
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Для решения этих проблем ВОЗ рекомендовала, что 
критериями установленного ИМ являются четкие (од-
нозначно трактуемые) аномальные изменения на ЭКГ 
и/или четкое «изменение сывороточного фермента». 
Также рекомендовалось диагностическим критерием 
считать повышение «кардиоспецифических изофермен-
тов», каких именно и в какой степени — не указывалось. 
Критериями возможного ИМ рекомендовалось считать 
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наличие четких серийных изменений на ЭКГ, персисти-
рующих более чем 24 ч «с или без» наличия четких из-
менений ферментов [1].

Таким образом, конкретных указаний, касающихся 
названий «сывороточных ферментов» и «кардиоспеци-
фических изоферментов» и, тем более, их пограничных 
уровней, не было. Выбор был предоставлен врачам. 
И, как правило, он касался измерения общей активно
сти КК, активности КК МБ, а позже — ее массы. Впо
следствии оказалось, что ни активность, ни масса КК МБ 
не выявляют всех степеней тяжести миокардиального 
некроза, с помощью измерения КК МБ многие случаи 
ИМ оставались (и остаются) незамеченными. Дальней-
шая эволюция кардиомаркеров, направленная на повы-
шение их специфичности и чувствительности (рис. 1), 
привела к эволюции международных рекомендаций по 
диагностике ИМ, к  принятию и  эволюции всеобщих 
определений ИМ (universal definitions of MI).

Ключевым моментом в коэволюции кардиомаркеров 
и критериев ИМ стала разработка тестов на кардиальные 
тропонины, сначала теста на cTnT, затем на cTnI (рис. 1). 
Первые исследования показали, что повышенные цир-
кулирующие уровни cTnT и cTnI действительно сильно 
связаны с повреждениями миокарда. В итоге, клиницис-
ты быстро пришли к выводу, что тропонины имеют прак-
тически 100%-ю специфичность по отношению к ИМ. 
Более того, оказалось, что от 12% до 39% пациентов, по
ступивших с подозрением на ИМ, являются «отрица-
тельными по массе КК МБ», но «положительными по 
тропонинам» [3].

Вызвано ли это «ложноположительным тропони-
ном» или «ложноотрицательным КК МБ»? Мета-анализ 
многочисленных проспективных исследований показал, 
что «КК МБ отрицательные» и одновременно «cTn по-
ложительные» пациенты имеют высокий риск неблаго-
приятных исходов, притом даже в отсутствие повторных 
ишемических событий [4, 5]. Таким образом, стало оче-

видным, что повышенный тропонин — это не только 
маркер ИМ, но и показатель риска будущих неблаго
приятных сердечно-сосудистых событий.

Тропонин — маркер для выявления любых 
повреждений миокарда: стратификация рисков, 
связанных с ССЗ

Эта концепция была разработана в начале 1990-х 
и основывалась на серийных измерениях тропонинов 
в первые 24 ч после поступления пациента с сердечной 
болью. Этот подход был направлен на оценку риска глав-
ных неблагоприятных сердечно-сосудистых событий 
в течение последующих 30–60 дней и применялся толь-
ко для пациентов с сердечной болью и с уже диагности-
рованными нестабильной стенокардией или ИМ без 
элевации ST сегмента (ИМ Б ST) [6, 7].

В итоге, в 1999 г. американской Национальной ака-
демией клинической биохимии (National Academy of 
Clinical Biochemistry — NACB) были сформулированы 
рекомендации, в которых предлагалось измерять уровни 
тропонинов для выявления любого повреждения мио-
карда и устанавливались их пограничные уровни, опти-
мальные для диагностики острого коронарного синдро-
ма (ОКС). При этом нижним пограничным уровнем для 
выявления повреждения миокарда устанавливалась кон-
центрация тропонина, соответствующая его уровню, 
характерному для 97,5-й процентили здоровой популя-
ции [8]. Напомним, что чувствительность и специфич-
ность диагностических наборов предусматривает, что 
верхний нормальный уровень аналита должен соответ
ствовать таковому, характерному для 99-й процентили 
нормальной популяции. 99-я процентиль — это концен-
трация аналита, при которой 99 из 100 лиц здоровой 
популяции будут иметь отрицательный результат тес-
тирования и только 1 из 100 может иметь ложнополо-
жительный результат. Иначе говоря, концентрация 99-й 
процентили — это верхний предел нормального уровня.
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Рис. 1. Эволюция специфичности и чувствительности кардиомаркеров и международных критериев ИМ [2]. Подробности в тексте
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Большое проспективное исследование (Thrombolysis 
in Myocardial Infarction — TIMI) подтвердило, что уров-
ни тропонина, превышающие таковые для 97,5-й про-
центили (≥ 0,1 нг/мл, cTnI Siemens), связаны с риском 
острых коронарных событий (ИМ, экстренная реваску-
ляризация, летальность), повышенным в 3–4 раза, по 
сравнению с таковым у лиц с тропонином ниже 97,5-й 
процентили. Все это привело к рекомендации: погранич-
ный уровень cTnI для выявления ОКС составляет 
0,1 нг/мл, что было в 10 раз ниже того, что предлагалось 
ранее [9].

В целом, дальнейшие исследования показали, что на 
всем спектре тяжести ОКС концентрации тропонинов, 
даже слегка превышающие уровень 99-й процентили, 
связаны с повышением риска неблагоприятных сердеч-
но-сосудистых событий [10], при этом независимо от 
уровней КК МБ [11].

В 2007 г. Национальная академия клинической био-
химии США и Международная федерация клинической 
химии согласованно рекомендуют, что для cTnI, cTnT 
и ККМБ (масса) пограничный уровень для выявления 
повреждений миокарда, связанных с высоким риском 
острых коронарных событий, должен быть равен тако-
вому для 99-й процентили нормальной популяции, ко-
эффициент вариации CV ≤ 10% [12].

2000. Первое всеобщее определение ИМ:  
пограничное значение тропонинов

К концу девяностых международное сообщество кар-
диологов пришло к согласию, что любая степень мио-
кардиального некроза, вызванная ишемией, должна обо
значаться как ИМ. К  этому времени накопились 
многочисленные данные, что именно тропонины — это 
наиболее чувствительные и  специфические маркеры 
именно такого некроза. В итоге, в 2000 г. группа европей-
ских и американских экспертов (Joint European Society 
of Cardiology/American College of Cardiology Committee) 
сформулировала, как они его назвали, «простое и ориен-
тированное как на ежедневную клиническую практику, 
так и на клинические исследования всеобщее (universal) 
определение ИМ» [13]. Согласно ему, термин ИМ дол
жен был применяться только при наличии очевидных 
доказательств миокардиального некроза, связанного 
с ишемией миокарда и выявляемого с помощью функцио
нальной диагностики (ЭКГ, коронографии и др.). При 
этом «индикатором миокардиального некроза являются: 
максимальные концентрации cTnT или cTnI, превышающие 
по крайней мере в течение первых 24 ч уровень, характер-
ный для 99-й процентили, по крайней мере, на одно ее 
значение». Иначе говоря, пограничный уровень cTn для 
ИМ — это двукратное значение концентрации уровня 
99-й процентили (≥ 99-я процентиль × 2). В случае, если 
измерение тропонинов было недоступным, рекомендо-
валось определение KK-MB (масса), причем диагности-
ческим в отношении ИМ также считался уровень «≥ 99-я 
процентиль × 2». Что же касается ИМ, связанного с чрез-

кожным коронарным вмешательством (далее — ИМ-
ЧКВ), то рекомендовалось определение уровня кардио-
маркеров до операции и  через 6, 8 и  24 ч после нее. 
Конкретных рекомендаций, какая именно степень пре-
вышения уровня 99-й процентили является диагности-
ческой в отношении ИМ-ЧКВ, не приводилось. Особо 
отмечалось, что хотя «биомаркеров, которые бы отлича-
ли повреждения, связанные с ОИМ, от повреждений 
миокарда, связанных с хирургической процедурой, нет, 
тем не менее, повышенные после кардиохирургической 
процедуры уровни биомаркеров связаны с бόльшим по
вреждением миокарда, независимо от того, каков был 
механизм такого повреждения» [13].

Парадоксальность ситуации состояла в том, что в то 
время не было ни одного теста, чувствительность кото-
рого позволяла бы точно и надежно определять уровень 
тропонинов в нормальной популяции и устанавливать 
концентрации, характерные для 99-й процентили: все 
здоровые люди были «тропонин-отрицательными». Тем 
не менее, повсеместно началось широкое измерение 
уровней тропонинов.

Что дало первое всеобщее определение ИМ
Во-первых, оно значительно повысило статистику 

диагнозов ИМ и, как результат, способствовало оказа-
нию соответствующего лечения тем пациентам, которые 
ранее считались бы не имеющими ИМ, и вызвало мно-
гочисленные дискуссии о необходимости реклассифи-
кации маломасштабных миокардиальных некрозов уже 
как ИМ. Также были проведены специальные исследо-
вания, касающиеся того, как первое универсальное опре
деление ИМ изменило статистику неблагоприятных 
исходов в кратко- [14, 15], средне- [15] и долгосрочном 
масштабах [16, 17].

Так, 493 пациента, поступившие с подозрением на 
ОКС между 1 мая 1999 и январем 2000 г., были разделе-
ны на 2 группы: А (224 пациента) — с повышенной КК 
МБ и/или с изменениями на ЭКГ, указывающими на 
ОИМ (критерии ВОЗ), и Б (51 пациент) — нормальная 
КК МБ, но повышенный cTnI. Смертность в течение 
6  месяцев составила: 16,3% в  группе Б против 5,8% 
в группе А. Таким образом, новые критерии ИМ выяв-
ляли большее количество пациентов с ИМ и высоким 
риском неблагоприятных исходов, которые с помощью 
критериев ВОЗ не выявлялись [14].

При анализе регистров, включавших наблюдение 
26 267 пациентов, поступивших с подозрением на ОКС, 
было выявлено 15 760 (60%) больных с ОИМ, диагнос-
тированных с помощью, по крайне мере, одного кардио
маркера (преимущественно, активности КК МБ). Неста-
бильная стенокардия (при отсутствии повышения 
кардиомаркеров) была выявлена у 8549 (32,5%) лиц, 
остальные 1958 (7,5%) имели другие кардиальные или 
некардиальные диагнозы. Среди 10 719 пациентов, у ко-
торых проводилось измерение как КК МБ, так и тропо-
нинов, было выявлено дополнительно 1110 (10,4%) па-
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циентов, диагностированных как имеющих ОИМ. 
Смертность в течение 6 месяцев составляла: у пациентов 
[ККМБ+ — cTn+] — 12,7%, [ККМБ– — cTn+] — 8,4%, [КК 
МБ+ — cTn–] — 5,8% и [КК МБ– — cTn–] — 5,3% [15].

Недавно опубликованы результаты исследования 
[18], направленного на выяснение того, к чему привело 
первое универсальное определение в течение 10 лет, про-
шедших со времени его широкого внедрения. Были изу-
чены истории болезни 676 пациентов, поступивших 
между январем 1999 и декабрем 2000 г. с признаками 
ОКС. При поступлении проводились ЭКГ и измерения 
КК МБ и cTn, которые повторялись через каждые 6 ч 
в течение четырех дней. Диагностическими считались 
уровни КК МБ и cTnI (≥  99-я процентиль × 2) и наличие 
изменений на ЭКГ, характерных для ишемии. Риск об-
щей смертности рассчитывался исходя их трех разных 
критериев ИМ, включавших: 1) типичные симптомы 
и персистенцию элевации ST сегмента или блокаду ле-
вой ножки пучка Гиса — «ИМ ST критерий»; 2) повы-
шение КК МБ и типичные симптомы ишемии — «КК 
МБ критерий» и 3) повышение cTnI и типичные симп-
томы ишемии  — «cTnI критерий». Общая смертность за 
10 лет составила 23,8%. При этом по группам пациентов 
десятилетняя смертность составляла: 1) согласно «ИМ 
ST критерию»  — 33,6%, 2) согласно «КК МБ крите-
рию» — 55,8%; 3) согласно «cTnI критерию» — 70,1%. 
Отношение рисков смертности в течение 10 лет в зави-
симости от наличия/отсутствия ИМ составило: 1) при 
«ИМ ST критерии» — 0,46–1,08; 2) «при КК МБ ИМ» 
критерии — 0,84, 3) при «cTnI ИМ критерии» — 1,58. 
Пациенты, направленные на реваскуляризацию на ран-
них стадиях пребывания в госпитале, имели значитель-
но сниженную смертность по сравнению с теми, у кого 
реваскуляризация проведена не была.

Чем же отличались пациенты, у которых ИМ выяв-
лен согласно cTnI, от всех остальных? Они были моложе, 

чаще курили, имели более высокое диастолическое дав-
ление и большую частоту сердечных сокращений, боль-
шее количество предшествовавших случаев сердечной 
недостаточности, ишемические изменения на ЭКГ, более 
низкое количество предшествовавших случаев ЧКВ 
и в целом повышенные значения риска по шкале GRACE. 
При поступлении у таких пациентов фракция выброса 
более часто составляла 40%.

Принципиально, что пациенты, у которых ИМ был 
диагностирован согласно первому всеобщему определе-
нию, на начальных стадиях терапии более часто получа-
ли тиенопиридины (thienopyridines), гликопротеиновые 
ингибиторы IIb/IIIa и ингибиторы ренин-ангиотензи-
новой системы.

Также принципиально, что именно тем пациентам, 
у которых ИМ был диагностирован согласно первому 
всеобщему определению, более часто назначались коро-
нарная ангиография и ЧКВ и реже коронарная хирургия. 
Динамика кумулятивной смертности в течение 10 лет 
в зависимости от критериев диагноза ИМ представлена 
на рисунке 2. Видно, что смертность у пациентов, диагно
стированных согласно критериям «ИМ ST» и «ИМ КК 
МБ», практически не отличалось в случаях, когда ИМ 
был диагностирован и когда не был. Полагается, что при 
указанных критериях диагностики значительное коли-
чество пациентов с реальными ИМ остается не выявлен-
ными и  не получившими необходимой помощи, что 
приводит к повышению их смертности. Напротив, диа-
гностика с помощью тропонинов приводит к выявлению 
большего количества случаев ИМ и, в итоге, к снижению 
смертности у пациентов, у которых ИМ с помощью из-
мерения уровней тропонинов диагностирован не был. 
В целом, авторы считают, что критерии ИМ согласно 
элевации ST сегмента и повышению активности КК МБ 
не выявляют значительное количество пациентов, име-
ющих в течение 10 лет высокий риск летальности. «В по-
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Рис. 2. Кумулятивная смертность в зависимости от диагностических критериев ИМ [18]. Подробности в тексте
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пуляции с широким спектром ОКС первое универсаль-
ное определение ИМ повышает количество диагнозов 
ИМ на 25% и является независимым предиктором смерт
ности в течение 10 лет. Проведение более частой ревас-
куляризации связано со значительным снижением смерт
ности» [18].

2007. Второе всеобщее определение ИМ: 
тропонины в динамике

Оно было сформулировано объединенной рабочей 
группой экспертов Европейского общества кардиологов, 
Американского колледжа кардиологии, Американской 
ассоциации сердца и Всемирной кардиологической фе-
дерации (Global Task Force on Myocardial Infarction) [19], 
которая предложила, в частности, следующую класси-
фикацию различных типов ИМ:
—	 тип 1. Спонтанный ИМ, связанный с  ишемией 

вследствие первичного коронарного события (эро-
зия и/или разрушение, растрескивание или рассло-
ение бляшки);

—	 тип 2. Вторичный ИМ, связанный с ишемией, вы-
званной недостатком кислорода, например, при 
коронарном спазме, коронарной эмболии, анемии, 
аритмии, гипер- или гипотензии;

—	 тип 3. Внезапная коронарная смерть (включая оста
новку сердца), часто с симптомами предполагаемой 
ишемии миокарда  — ожидаемой новой элевацией 
ST и новой блокадой левой ножки пучка Гиса, выяв
лением свежего тромба коронарной артерии при 
ангиографии и/или аутопсии, а  также смерть, на-
ступившая до получения образцов крови или перед 
повышением концентрации маркеров;

—	 тип 4а. ИМ, ассоциированный с ЧКВ (ИМ-ЧКВ);
—	 тип 4б. ИМ, связанный с  тромбозом стента, под-

твержденным ангиографией или на аутопсии;
—	 тип 5. ИМ, ассоциированный с  аортокоронарным 

шунтированием.
В качестве диагностического критерия ИМ типов 1 

и 2 рекомендовалось:
—	 повышение или снижение уровня кардиальных 

маркеров (предпочтительно — тропонинов), по край-
ней мере, на одно значение, характерное для 99-й 
процентили («≥ 2 × 99-я процентиль»),

—	 одновременно с наличием, по крайней мере, одного из 
следующих признаков: 1) симптомов ишемии, 2) из-
менений ЭКГ, указывающих на вновь развившуюся 
ишемию, 3) появления патологического зубца Q, 
4) дополнительной гибели миокарда или региональ-
ного нарушения подвижности сердечной стенки, 
доказанных путем визуализации (имиджинга) [19].
Также второе всеобщее определение ИМ устанав-

ливало, что диагностическими уровнями тропонинов 
являются:
—	 для ИМ, связанного с ЧКВ (тип 4а), — трехкратное 

превышение уровня 99-й процентили («≥ 99-я про-
центиль × 3»);

—	 для ИМ, связанного с аортокоронарным шунтиро-
ванием (АКШ),  — пятикратное («≥ 99-я процен-
тиль × 5»).
Проф. Kristian Thygesen — сопредседатель группы 

экспертов, разрабатывавших второе всеобщее определе-
ние ИМ, отмечал, что против второго определения воз-
никла серьезная оппозиция, в особенности со стороны 
«специалистов интервенционной кардиологии и кардио
хирургов, которые не хотели воспринимать ИМ как 
осложнение, связанное с ЧКВ и с кардиохирургическим 
вмешательством. Это указывало на их желание сделать 
пограничные уровни тропонинов как можно более вы-
сокими. Консенсус был труднодостижим, так как про-
вести клинические испытания, которые бы дали решение 
этой проблемы, было невозможно» [20].

В целом, второе универсальное определение ИМ 
рекомендовало, что предпочтительным диагностическим 
маркером должен быть тропонин, что его измерение 
должно иметь приемлемую аналитическую точность, 
при уровне, соответствующем 99-й процентили, CV 
должно быть ≤  10%. На момент публикации второго 
определения все еще не было ни одного коммерческого 
теста, который бы соответствовал этим требованиям, 
а все доступные имели низкую чувствительность и боль-
шой разброс результатов (СV = 20–35%).

Важным нововведением в документе 2007 г. было 
необходимое условие повышения или снижения уровней 
кардиомаркеров (предпочтительно тропонинов), что 
согласовывалось с практически одновременно опубли-
кованными Правилами Национальной академии клини-
ческой химии США [21]. Именно это нововведение по
служило «мандатом для проведения серийных измерений 
тропонина у всех пациентов с подозреваемым или имею-
щимся спонтанным ИМ типа 1» [22].

При этом второе определение ИМ не указывало кон-
кретных количественных показателей повышения или 
падения уровней тропонинов. Однако в правилах Нацио
нальной академии клинической химии США в качестве 
диагностического рекомендовалось изменение динами-
ки уровней тропонина на 20% в течение 3 и 6 ч после 
первого измерения [21]. В целом, оба документа реко-
мендовали измерения тропонинов проводить при по
ступлении, затем примерно через 6 и 9 ч и снова через 
12 и 24 ч [19, 21].

Что касается тестов Point-of-Care (POCT), боль-
шинство из которых в лучшем случае являются полуко-
личественными, они рекомендовались только для скри-
нинга.

Весьма показательными оказались результаты при-
менения критериев второго определения ИМ к диагнос-
тике ИМ-ЧКВ. Как указывалось, согласно второму опре
делению ИМ-ЧКВ диагностировался как повышение 
тропонина «≥ 99-я процентиль × 3». Мета-анализ 15 ис-
следований, включавших 7578 пациентов, перенесших 
ЧКВ, показал, что у 28,7% из них было пост-операцион-
ное повышение тропонина, при этом ИМ-ЧКВ был диа-
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гностирован у 14,5% больных. При этом, чем сильнее 
был повышен тропонин, тем выше был риск неблаго
приятных исходов в течение 18 месяцев (повторная ре-
васкуляризация, АКШ, повторный ИМ, смерть). Авторы 
сделали вывод: «измерение тропонинов после ЧКВ 
должно быть обязательным» [16].

Главная причина появления третьего всеобщего опре
деления ИМ — разработка высокочувствительного ме-
тода измерения концентрации кардиальных тропонинов 
(hs cTn — high sensitive cardiac troponin — высокочув
ствительный кардиальный тропонин, англ.).

Высокочувствительные тропонины: 
новые возможности

Именно высокочувствительные тропонины решили 
«проблему 99-й процентили», но, как это обычно быва-
ет, создали новые и совершенно неожиданные. «Тропо-
нин-отрицательных» не стало: оказалось, что средние 
нормальные уровни hs cTn составляют 2–5 нг/л, а уров-
ни 99-й процентили — 14–20 нг/л (в зависимости от 
конкретного hs-теста), см. обзоры [23–26].

Высокочувствительное определение тропонина осно
вано на использовании моноклональных антител, «узна-
ющих» его различные эпитопы (их может быть весьма 
много). Производители hs cTn тестов для повышения 
чувствительности используют для одного диагностиче
ского набора все большее количество различных антител. 
В результате тесты различных производителей имеют: 
а)  разные показатели чувствительности (нижний предел 
определения), разные значения 99-й процентили и раз-
ные значения диагностических уровней. «Сравнение аб-
солютных концентраций тропонинов, полученных с по-
мощью тестов различных производителей, невозможно» 
[24, 27].

Высокочувствительные cTn тесты классифицируют-
ся по степени их чувствительности, т.  е. по проценту лиц 
нормальной популяции, у которых определяется кон-
центрация cTn ниже верхнего нормального уровня (99-й 
процентили). Тест уровня 1 (или «современный», не вы-
сокочувствительный) обнаруживает тропонин у < 50% 
здоровых лиц. Тест уровня 2 (первое поколение hs тес-
тов) — у 50–75%; уровня 3 (второе поколение hs тес-
тов) — у от 75 до 95%. Тесты четвертного уровня (третье 
поколение hs тестов) — у 95% «здоровых» лиц [28].

Многочисленные исследования показали, что вмес-
то четкого пограничного уровня тропонина, характер-
ного для ИМ, появилась плавная шкала его повышенных 
концентраций, отражающая сначала субклиническую 
патологию миокарда, связанную с его структурными 
(неишемическими) повреждениями, затем стабильные 
заболевания коронарных артерий, потом нестабильную 
стенокардию и, наконец, ИМ без элевации ST-сегмента. 
Более того, оказалось, что существует большое количе
ство патологий, не связанных с ишемией миокарда, но 
ассоциированных с  повышенными уровнями hs cTn 
[23–26].

Проспективные исследования показали, что в общей 
популяции до 2% здоровых лиц имеют значения hs cTn 
> 99-й процентили. Впоследствии у таких лиц обнару-
живались стабильные заболевания коронарных артерий, 
сердечная и почечная недостаточность, гипертрофия 
левого желудочка, либо комбинации этих патологий, 
в целом не связанных с ишемическим высвобождением 
тропонинов из миокарда [29–32]. В итоге, были сделаны 
следующие обобщения:
—	 повышение hs cTn > 99-й процентили характерно 

для пациентов со структурной патологией миокар-
да, включая стабильные заболевания коронарных 
артерий [33];

—	 при стабильной сердечной недостаточности меди-
ана концентрации hs cTnT равна 12 нг/л, что очень 
близко к  значению 99-й процентили  — 14 нг/л 
(hs cTnT Roche) [34];

—	 при подозреваемой стабильной стенокардии уровень 
hs cTn выше 99-й процентили обнаруживается у 37% 
пациентов с бляшками в коронарных артериях [33, 
35];

—	 высокочувствительные тропонины могут быть по-
вышены как у нормотензивных [36], так и у гипер-
тензивных пациентов с острой эмболией легочной 
артерии [37].
И, главное, любые повышения hs cTn, независимо от 

их причины, все равно являются предикторами небла-
гоприятных исходов [23–26].

Таким образом, еще раз стало ясным: плата за высо-
кую чувствительность — снижение специфичности, по-
вышение hs cTn может быть связано со структурными 
повреждениями миокарда, связанными, в свою очередь, 
с большим количеством различных, не ишемических 
причин. Ключ к повышению специфичности hs cTn – се-
рийные измерения при наличии симптомов, указываю-
щих на ОКС (сердечная боль). Если повышенный при 
первом измерении уровень hs cTn вызван: стабильными 
заболеваниями коронарных артерий; хронической сер-
дечной недостаточностью; нестабильной стенокардией 
и др. не ишемическими причинами, то при серийных 
измерениях уровни hs cTn повышаться не должны. При 
серийных измерениях повышение уровня hs cTn (> 99-й 
процентили) четко указывает на ИМ Б ST [23–26].

Как же пользоваться высокочувствительными тес-
тами? Не слишком ли они сложны для интерпретации? 
Первая международная согласованная рекомендация по 
высокочувствительному измерению тропонинов была 
предложена экспертами Европейского кардиологиче
ского общества (Group on Biomarkers in Cardiology of the 
ESC Working Group on Acute Cardiac Care) в 2010 г. [38]. 
В результате, во многих европейских кардиологических 
центрах высокочувствительное измерение кардиальных 
тропонинов (параллельно с измерением «обычных») 
стало проводиться в  рамках рутинной клинической 
практики [39]. Все эти многоцентровые исследования 
привели к двум важнейшим результатам:
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—	 высокочувствительные тесты выявляют большее 
количество случаев ИМ Б ST, чем «обычные». В ито-
ге, значительное количество пациентов, у которых 
на основании «обычных» cTn тестов диагностиро-
валась нестабильная стенокардия, с  помощью вы-
сокочувствительных были отнесены к группе с ИМ 
Б ST. При этом диагностика была более ранней — 
в течение первых 3–6 ч, что при применении адек-
ватных лечебных мероприятий давало значительное 
уменьшение числа неблагоприятных исходов по 
сравнению с  предшествовавшей ситуацией (диа-
гностика с помощью обычных тропонинов);

—	 для диагностики ИМ с  помощью высокочувстви-
тельных тропонинов следует принимать во внимание 
не только «одноразовые» абсолютные значения их 
концентрации, но и определять динамику их изме-
нения (дельту) [40, 41], что, впрочем, было рекомен-
довано и для обычных тропонинов [19].
Все эти данные требовали четких рекомендаций по 

интерпретации высокочувствительного измерения тро-
понинов. Тем более, что первый опыт их массового внед-
рения в клиническую практику привел к весьма впечат-
ляющим результатам.

Чем ниже пограничный уровень —  
тем больше выявленных инфарктов

Рассмотрим в этой связи результаты двух проспек-
тивных исследований, направленных на выяснение кли-
нических последствий снижений пограничных уровней 
cTn. В первой фазе исследования [43], в период с 1 фев-
раля по 31 июля 2008 г., наблюдали 1038 пациентов, по
ступивших с признаками ОКС. Измеряли cTnI (тест 
Abbott Architect, 99-я процентиль  — 0,012 нг/мл, 
CV = 20,8%). Пограничным уровнем для миокардиаль-
ного некроза считали > 0,20 нг/мл. Во второй фазе 
(с 1 февраля по 31 июля 2009 г.) пограничный уровень 
снизили в 4 раза — > 0,05 нг/мл, CV = 7,2%. Согласно 
уровням сTnI (нг/мл) при поступлении все пациенты 
были разделены на три группы: 1) <0,05, 2) 0,05–0,19 и 
3) ≥ 0,20 нг/мл. В течение одного года фиксировались 
неблагоприятные исходы: повторные ИМ и кардиовас-
кулярная смерть. В первой фазе исследования (обычный 
тропонин, пограничный уровень — 0,2 нг/мл) повтор
ные ИМ или смерть были зафиксированы: 1) у 7% па-
циентов с cTnI < 0,05; 2) у 39% пациентов с cTnI от 0,05 
до 0,19 (уровни меньше пограничного), 3) у 24% паци-
ентов с cTnI > 0,20 нг/мл. Во второй фазе (hs cTnI, по
граничный уровень — 0,05 нг/мл, CV = 7,2%) ИМ или 
смерть были зафиксированы: 1) у 5% пациентов с hs cTnI 
< 0,05; 2) у 21% пациентов с hs cTnI в пределах 0,05–0,19, 
3) у 24% пациентов с hs cTnI > 0,20. Наибольший поло-
жительный клинический эффект, выразившийся в сни-
жении повторных ИМ и смертности с 39% до 21%, по-
нижение пограничного уровня hs cTnI имело для 
пациентов с уровнями cTnI, которые ранее считались 
ниже пограничных. В  целом, снижение пограничного 

уровня сTnI в четыре раза привело к снижению количества 
повторных ИМ в 2,6 раза и смертности в 1,9 раза (на-
блюдение 1 год) [43].

А если снизить пограничный уровень для диагнос-
тики ИМ до значения 99-й процентили? В следующем 
проспективном исследовании [44] пограничным для ИМ 
считали прежний уровень > 0,05 нг/л. Однако в течение 
года регистрировали исходы и у пациентов, у которых 
при поступлении hs cTnI был от 0,012 (99-я процентиль) 
до 0,049 нг/мл. Пациенты с уровнями < 0,050 и > 0,012 нг/мл 
полагались не имеющими ИМ со всеми вытекающими 
последствиями. Наблюдались 2092 пациента, имевших 
при поступлении с признаками ОКС следующие уровни 
hs cTnI (нг/мл): < 0,012 — 988 пациентов (47%); 0,012–
0,049 – 352 (17%); > 0,050 – 752 (36%). В течение одно-
го года риск неблагоприятных исходов (повторные ИМ, 
летальность) составлял: у пациентов с hs cTnI < 99-й 
процентили (<0,012) — 3%, при > 0,012–0,049 – 13% 
(уровни выше 99-й процентили и ниже пограничного). 
Отношение рисков неблагоприятных исходов для паци-
ентов с hs cTnI < 99-й процентили и у пациентов с hs 
cTnI > 99-й < 0,05 составило 4,7. В целом, «снижение 
диагностического уровня до 99-й процентили повышает 
количество выявленных пациентов с высоким риском 
неблагоприятных исходов и повышает количество диа
гностируемых ИМ на 47%» [44].

Таким образом, замена КК МБ на обычные тропо-
нины повысила количество ИМ на 25%, а замена обыч-
ных тропонинов на высокочувствительные — еще почти  
на 50%.

2012. Третье всеобщее определение ИМ: 
высокочувствительные тропонины в динамике

Этот документ разработан Европейским обществом 
кардиологии, Американским колледжем кардиологии, 
Американской ассоциацией сердца и Всемирной феде-
рацией сердца [45]. Принципиально, что текущее всеоб-
щее определение ИМ направлено не столько на установ-
ление конкретных пограничных уровней тропонинов для 
диагностики ИМ, сколько на наиболее раннее выявление 
повреждений миокарда при симптомах ишемии [45].

Третье всеобщее определение ИМ [45] устанавли
вает, что:
—	 предпочтительными маркерами для диагностики 

ИМ являются cTnT или cTnI;
—	 значения концентраций cTn должны выражаться 

в нг/л или пг/мл;
—	 повышенная концентрация cTn — это уровень, пре-

вышающий таковой для 99-й процентили (только 
hs cTn тесты способны определять в  здоровой по-
пуляции уровни тропонинов для 99-й процентили);

—	 конкретные значения концентрации тропонина, 
характерные для 99-й процентили, установленные 
производителем, включая таковые для многих вы-
сокочувствительных тестов, могут быть найдены 
в инструкциях к тестам или в недавних публикациях;
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—	 повышение или снижение концентрации тропонинов 
по отношению к  уровню 99-й процентили  сущест-
венно для диагноза ОИМ;

—	 дискриминирующее значение 99-й процентили, 
необходимое для принятия решения о  постановке 
или исключении диагноза ИМ, должно быть опре-
делено в  каждой лаборатории для каждого специ-
фического теста (с  соответствующим контролем 
качества);

—	 количественные критерии повышения cTn зависят 
от конкретного теста и могут быть установлены на 
основании профиля точности каждого индивиду-
ального теста, включая hs cTn тесты;

—	 оптимальное значение CV при 99-й процентили — 
10%;

—	 использование тестов, не имеющих при 99-й про-
центили CV = < 10%, делает определение значимых 
изменений тропонинов уровней более трудным 
(поздним), но не приводит к ложноположительным 
результатам;

—	 тесты с CV > 20% при 99-й процентили использо-
ваться не должны [45].
Другие кардиомаркеры. В случаях, когда измерение 

cTn недоступно, рекомендуется измерение КК МБ 
(масса). Другие кардиомаркеры (включая активность 
общей КК, активность КК МБ, АЛТ, АСТ и др.) для 
диагностики ИМ применяться не должны и имеют в на-

стоящее время только историческое значение [45]. (Ми-
оглобин в новом определении ИМ не упоминается. — 
прим. авт.).

Весьма важными также являются и недавно опубли-
кованные согласованные рекомендации по интерпрета-
ции повышенных тропонинов, сформулированные аме-
риканскими экспертами [46].

Согласно текущим рекомендациям, современный 
диагноз ИМ ограничивается специфическим клиниче
ским состоянием, в котором миоциты повреждены ише-
мией из-за разрыва бляшки (ИМ тип 1), или ишемией 
другой этиологии (ИМ тип 2) или региональным или 
полным повреждением миокарда, связанным с реваску-
ляризацией (типы 4а и 5) [45, 46].

Полагается, что «ИМ не является синонимом ОКС 
(под ОКС следует понимать последствия разрыва бляш-
ка и тромобоза). Таким образом, ишемия, вызванная 
стабильными повреждениями миокарда или повышен-
ной потребностью в кислороде хотя и может быть при-
чиной ИМ типа 2, но не считается вызванной ОКС. По-
вышенный тропонин не является признаком ИМ, скорее 
это чувствительный и специфичный показатель миокар-
диального некроза, неспецифический по отношению 
к этиологии такого некроза» [46].

Третье всеобщее определение ИМ рекомендует раз-
ные алгоритмы диагностики в заисимости от их типов 
(рис. 3).

Рис. 3. Типы ИМ и их патофизиологические характеристики [45, 46]
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Главное в диагностике ИМ типов 1 и 2 — «выявление 
повышения и/или снижения концентрации кардио-
маркера [предопочтительно кардиального тропонина 
(cTn)], по крайней мере, на одно значение 99-й процен-
тили, соответствующей верхней границе референтного 
уровня», т.  е. «≥ 99-я процентиль × 2», как и во втором 
определении.

Дополнительно должен иметь место, по крайней 
мере, один из пяти подтверждающих признаков ИМ:
—	 симптомы ишемии,
—	 новое (или предположительно новое) значительное 

изменение сегмента ST и зубца T, или блокада левой 
ножки пучка Гиса,

—	 появление патологического зубца Q,
—	 дополнительная гибель миокарда или региональное 

нарушение подвижности миокарда, доказанные 
путем визуализации (имаджинга),

—	 обнаружение внутрикоронарного тромба при ангио
графии или на аутопсии (это новый, по сравнению 
с предыдущим определением ИМ, признак).
«В высшей степени важно (extremely important) не 

только отличить ИМ типа 1 от ИМ типа 2, но и устано-
вить причины, связанные с неишемическими повыше-
ниями тропонинов, которые могут иметь как кардиаль-
ную, так и системную этиологию.

Миокардиальный некроз — это лабораторный диа-
гноз, который не указывает на этиологию некроза, тогда 
как ИМ — это клинический диагноз.

Всем практикующим врачам для выработки решения 
о начале соответствующей терапии важно полностью 
понимать причину и значение повышенного тропонина 
у данного конкретного пациента» [46].

Периоперационные ИМ
Многочисленные исследования установили, что по-

вышенные постоперационные уровни тропонинов свя-
заны с повышенным риском неблагоприятных исходов, 
включая летальный исход и ИМ. Об этом, в частности, 
свидетельствует мета-анализ исследований, выполнен-
ных с применением «старых», менее чувствительных 
тестов [16].

Согласно третьему всеобщему определению ИМ, 
ИМ, связанный с ЧКВ (тип 4а), диагностируется:
—	 у пациентов с нормальным исходным уровнем cTn — 

при превышении его уровня 99-й процентили в те-
чение 48 ч после процедуры в  пять раз (> 99-я 
процентиль × 5),

—	 у пациентов с исходно повышенным cTn (стабиль-
ным или снижающимся) — при повышении исход-
ного уровня cTn более чем на 20% при дополнитель-
ном наличии, по крайней мере, одного из следующих 
признаков, включающих:

•	 симптомы миокардиальной ишемии,
•	 вновь появившиеся признаки ишемии на ЭКГ,
•	 осложнения, связанные с чрезкожной процедурой 

(по результатам ангиографии),

•	 гибель дополнительной части миокарда или реги-
ональное нарушение подвижности миокарда, до-
казанные путем визуализации (имиджинга) [45].

Существенно, что при применении «обычных» тро-
понинов было показано, что у  20% пациентов, пере
несших ангиографически неосложненные ЧКВ, они 
значительно повышены [47]. Напомним, что второе 
определение рекомендовало диагностировать ИМ, свя-
занный с ЧКВ, при более чем 3-кратном превышении 
99-й процентили cTn [19]. Как показали специальные 
исследования, в такой ситуации у ≥ 15% пациентов, пере
несших ЧКВ, констатировался ИМ [16, 48, 49]. В целом, 
третье определение одновременно «повысило» и чув
ствительность тропониновых тестов и диагностический 
порог их уровней, характерный для диагностики ИМ-
ЧКВ.

Таким образом, сейчас пятикратное повышение по
слеоперационных уровней считается диагностическим 
критерием для ИМ, связанного с ЧКВ.

Однако, что касается риска развития ИМ после 
ЧКВ, то наиболее прогностическими считаются пред
операционные уровни тропонинов [46]. Так, при наблю-
дении 2352 пациентов, перенесших плановое или неот-
ложное ЧКВ, было показано, что повышенные именно 
предоперационные, но не послеоперационные, уровни 
тропонинов прогнозировали долгосрочные неблаго
приятные исходы [50]. Сходные результаты были полу-
чены и при наблюдении 5847 пациентов, перенесших 
плановое ЧКВ [51]. Однако в раннем исследовании было 
показано, что послеоперационный тропонин оставался 
прогностически значимым даже после поправки на по-
вышенные уровни предоперационного тропонина [52]. 
Таким образом, повышенные предоперационные уровни 
тропонина могут быть прогностическими для исходов 
ЧКВ, а послеоперационные (> 99-я процентиль × 5) — 
диагностическими для ИМ-ЧКВ. Мета-анализ исследо-
ваний, в которых применялись более чувствительные 
cTn тесты, показал, что периоперационное повышение 
тропонина может иметь особенно важное прогностиче
ское значение в тех случаях, когда произошедшие интра-
процедурные осложнения вызвали нарушения кровото-
ка, зарегистрированные с помощью ангиографии.

ИМ, связанный с тромбозом стента (тип 4b), 
диагностируется с помощью коронарной ангиографии 
или на аутопсии при наличии миокардиальной ишемии 
и при, по крайней мере, двукратном превышении 99-й 
процентили уровня cTn (> 99-я процентиль × 2).

ИМ, связанный с рестенозом после ЧКВ (тип 4c), 
диагностируется:
—	 при наличии ≥ 50% стенозов при коронарной ангио

графии,
—	 либо как комплексное поражение, ассоциированное 

с  ростом и/или падением уровня cTn > 99-й про-
центили при отсутствии значительной обструкции 
коронарных артерий после:
а) первоначально удачной постановки стента, или
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	 б) баллонной ангиопластики стенозированной ко-
ронарной артерии (< 50%).
Согласно специальным исследованиям, рестеноз, 

развивающийся после ЧКВ, в будущем ведет к ИМ у 10% 
пациентов [54].

ИМ, связанный с АКШ (тип 5), у пациентов с нор-
мальным исходным cTn диагностируется при повыше-
нии в течение 48 ч после операции уровня сTn, превы-
шающего 99-ю процентиль в  десять раз (> 99-я 
процентиль ×  10), при одновременном наличии, по край-
ней мере, одного из дополнительных критериев, вклю-
чающих:
—	 появление патологического зубца Q или блокаду 

левой ножки пучка Гиса,
—	 ангиографически подтвержденную окклюзию ново-

го шунта или исходной коронарной артерии,
—	 гибель участка миокарда или региональное наруше-

ние подвижности миокарда, доказанное путем ви-
зуализации (имаджинга).
Напомним, что второе универсальное определение 

трактовало ИМ, связанный с АКШ, как более чем пяти-
кратное превышение 99-й процентили cTn [19].

В целом, в третьем всеобщем определении ИМ по 
сравнению со вторым для ИМ-ЧКВ пограничный уро-
вень тропонина (теперь уже высокочувствительного) 
повышен в  1,6 раза, а  для диагностики ИМ-АКШ  — 
в 2 раза [19, 45].

Третье всеобщее определение ИМ вводит два новых 
типа ИМ.

Реинфаркт — это ОИМ, развившийся в течение 
28 дней после первого или повторного эпизода ИМ. У та-
ких пациентов можно не определять KK-MB, но реко-
мендуется серийное измерение cTn, при этом повышение 
его уровня ≥ 20% подтверждает развитие реинфаркта 
[45].

Повторный ИМ — это появление признаков ИМ 
более чем через 28 дней, прошедших после первого ИМ. 
Дифференциация реинфаркта и повторного ИМ важна 
для обработки результатов проспективных исследова-
ний, устанавливающих риски различных неблагоприят-
ных исходов. У пациентов с подозреваемым повторным 
ИМ рекомендуется немедленное измерение тропонина, 
повторное — через 3–6 ч. Если исходный тропонин нор-
мальный — для диагностики повторного ИМ рекомен-
дуются те же критерии, что и для диагностики ИМ типов 
1 и 2. Если при подозрении на повторный ИМ исходный 
тропонин повышен, дальнейшее повышение его уровня 
на 20% подтверждает диагноз ИМ [45].

Диагностика ИМ при других кардиальных 
процедурах

У пациентов, подвергающихся кардиохирургии, час-
то наблюдаются новые аномалии S-T сегмента. ИМ 1 
или ИМ 2 могут полагаться установленными в случаях:
—	 когда появляются новые патологические волны Q, 

свидетельствующие о  повреждении зон миокарда, 

помимо тех, которые были определены до хирурги-
ческого вмешательства и в особенности,

—	 если это связано с повышением уровней кардиомар-
керов и

—	 с аномалиями движения стенки или с гемодинами-
ческой нестабильностью [46].
Такие процедуры, как транскатетерная имплантация 

аортального или митрального клапана, могут приводить 
к повреждению миокарда, как за счет прямого травми-
рования миокарда, так и за счет коронарной обструкции 
или эмболизации. Полагается, что в этих случаях, так 
же, как и при АКШ, чем сильнее повышены уровни био-
маркера, тем хуже прогноз, однако фактической инфор-
мации, подтверждающей это, пока нет. Поэтому новое 
определение ИМ предлагает для диагностики перипро-
цедурного ИМ применять те же самые критерии, кото-
рые рекомендуются для диагностики ИМ, связанного 
с АКШ [45].

Абляция и аритмия могут быть связаны с контроли-
руемым повреждением миокарда, с применением мето-
дов нагревания или охлаждения тканей. Тяжесть таких 
повреждений, связанных с некрозом, может быть опре-
делена с помощью измерения тропонина, но в этом кон-
тексте повышение тропонина не должно означать диа-
гноз ИМ [45].

ИМ, связанные с некардиальными  
хирургическим вмешательствами

Периоперационный ИМ — это наиболее частое со-
судистое осложнение при главных некардиальных хи-
рургических вмешательствах, связанное с неблагопри-
ятными прогнозами. Пациенты с периоперационными 
ИМ не испытывают ишемических симптомов, однако 
такие асимптотические ИМ, так же как и ИМ с симп-
томами, имеют сильную связь с 30-дневной летально
стью. В специальном исследовании у 325 пациентов, 
перенесших некардиальную хирургию, показано, что 
45% из них имели уровень hs TnT, превышающий та
ковой для 99-й процентили, и 22% имели динамику 
hs cTnT, указывавшую на развивающийся миокардиаль-
ный некроз [55]. Полагается, что большинство ИМ, 
связанных с главными некардиальными хирургически-
ми вмешательствами, преимущественно вызваны нару-
шением баланса потребности и снабжения O2 на фоне 
заболевания коронарных артерий и тем самым указы-
вают на ИМ 2 типа. Поэтому у пациентов с высоким 
риском рекомендуется рутинный мониторинг маркеров 
как перед операцией, так и в течение 48–72 ч после нее 
[46].

Повреждение миокарда или ИМ,  
связанные с сердечной недостаточностью

Следует ли измерять тропонины, тем более, высоко-
чувствительные, у пациентов с СН? Мета-анализ 16  ис-
следований показал, что у  пациентов с  хронической 
сердечной недостаточностью (ХСН) повышенные тро-
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понины связаны с  повышенным риском смертности, 
составлявшим 2,85, и с повышенным риском главных 
неблагоприятных сердечно-сосудистых событий, состав-
лявшим 2,38 [56]. Согласно международным рекомен-
дациям, при начальном обследовании пациентов с подо
зреваемой или доказанной СН следует исключить 
наличие ИМ [57, 58].

В целом, повышение hs cTn, характерное для мио-
кардиального некроза, наблюдается почти у всех паци-
ентов с СН, особенно у лиц с острой декомпенсирован-
ной СН (ОДСН). Хотя ИМ типа 1 и является важной 
причиной декомпенсированной СН и его вероятность 
должна всегда рассматриваться при поступлении паци-
ентов с ОСН, одно только повышение cTn при СН не 
может считаться достаточным для постановки диагноза 
ИМ [59]. Насколько оправдано определение именно hs 
cTn у пациентов с ОДСН?

У 202 пациентов, поступивших с ОДСН и не имев-
ших признаков ИМ, измеряли как обычный, так и вы-
сокочувствительный cTnT. Измеряемые уровни cTnT 
обнаруживались у 56% пациентов, а hs cTnT — у 98%. 
81% пациентов имели уровни hs cTnT выше 99-й про-
центили. Оба тропониновых теста предсказывали риск 
смерти (наблюдение в течение 406 дней, медианное зна-
чение), при этом значения AUC ROC для cTnT и hs cTnT 
составляли 0,67 против 0,71. Однако у пациентов с cTnT 
< 0,03 нг/мл, но > hs cTnT выше 20 пг/мл, был выявлен 
высокий риск смерти (отношение рисков 4,7). Полага-
ется, что у пациентов с ОДСН как «обычный», так и вы-
сокочувствительный тропонины дают сходную прогнос-
тическую информацию, однако у пациентов с низкими 
уровнями cTnT прогностическую информацию может 
дать только hs cTnT [60].

В общем, согласно согласованным рекомендациям 
[45, 46, 59]:

при ХСН:
—	 измерение тропонина может применяться с целью 

прогнозирования;
—	 у пациентов с СН с сохраненным или не сохранен-

ным объемом выброса повышенные тропонины 
имеют прогностическое значение для оценки риска 
смертности или госпитализации;

—	 уровни тропонина, превышающие 99-ю процентиль, 
связаны с высокой вероятностью неблагоприятного 
исхода;

—	 при СН причины повышения cTn выше 99-й про-
центили могут быть разными и  вызванными как 
коронарными, так и не коронарными механизмами;

—	 хотя повышенные тропонины имеют при СН про-
гностическое значение, они не являются маркерами, 
дифференцирующими ишемическую или неишеми-
ческую этиологию СН;

—	 данные о наличии специфических интервенционист-
ских мероприятий, благоприятных для пациентов 
с ХСН и тропонинами выше 99-й процентили, не-
известны;

при ОСН:
—	 при поступлении пациентов с  признаками ОСН 

тропонин должен быть срочно измерен для быстро-
го подтверждения или исключения ИМ типа 1;

—	 повышенные тропонины всегда должны интерпре-
тироваться с большим подозрением на ИМ типа 1, 
особенно в  контексте наличия: а) повышения или 
снижения этого маркера, б) типичных симптомов 
ишемии при неинвазивном тестировании или при, 
в) очевидной новой утрате функции миокарда;

—	 текущее всеобщее определение ИМ предусматри-
вает, что одно только повышение тропонинов, без 
наличия особо оговариваемых дополнительных 
признаков ИМ, не достаточно для выявления диа-
гноза ИМ, или типа ИМ, или этиологии повышения 
тропонинов при СН;

—	 при ОСН тропонин, превышающий уровень 99-й 
процентили, связан с высокой вероятностью небла-
гоприятного исхода, более высокие концентрации 
тропонина связаны с  более неблагоприятным ис
ходом;

—	 у госпитализированных пациентов в острых случа-
ях уровни cTn могут повышаться и  при лечении 
снижаться;

—	 паттерны высвобождения тропонина в циркуляцию 
не могут применяться для заключения об их коро-
наром или некоронарном механизме и  никаких 
предположений о наличии или отсутствии ОКС на 
основании этих паттернов делать не следует;

—	 несмотря на наличие подходящих методов лечения 
ИМ типа 1, данных о  наличии специфического 
интервенционистского вмешательства при ОСН 
и при уровнях тропонина, превышающих 99-ю про-
центиль, нет [45, 46, 59].
В целом, при СН повышение тропонина следует рас-

сматривать как независимый предиктор неблагоприят-
ных исходов как при ХСН, так и при ОСН, вне зави
симости от механизма повышения этого маркера. 
Повышенные уровни тропонина при СН не являются 
«ложноположительными». Более того, если при СН 
и при серийных измерениях уровни тропонина повыша-
ются — это должно рассматриваться как основание для 
серьезного подозрения на развивающийся ИМ [59].

Миокардиты и миоперикардиты
Считается, что эти две патологии, связанные с вос-

палительным процессом в  миокарде, дают основной 
вклад в неишемическое повышение тропонинов [45, 46]. 
В раннем исследовании показано, что 34% пациентов 
с миокардитом, подтвержденным биопсией, имели по-
вышенный (> 3,1 нг/мл) тропонин и 11% с СН, но без 
миокардита [61]. Повышение тропонина в случаях ост-
рого клинического перикардита наблюдается у 22–70% 
пациентов (от 0,5 до > 50 нг/мл) [62]. В недавнем иссле-
довании при наблюдении 42 пациентов с инфекционным 
эндокардитом был показано, что «обычный» cTnT опре-
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делялся у 25 (56%) больных, а hs cTnT — у 39 (93%). При 
этом более высокие уровни hs cTnT были связаны с бо-
лее неблагоприятными исходами [63]. Отметим, что 
международные правила диагностики инфекционного 
эндокардита, опубликованные в 2009 г., измерения тро-
понинов не предусматривают [64].

Повышенные тропонины при ренальной патологии
Полагается, что у пациентов со сниженными реналь-

ными функциями (от умеренного снижения до диализа 
и до терминальных стадий) повышение тропонина не 
связано со снижением ренального клиренса [65, 66], но 
связано с риском неблагоприятных исходов. Так, в мета-
анализе, выполненном еще в 2005 г., показано, что у па-
циентов с ренальной патологией количество случаев 
повышения тропонина Т находится в диапазоне от 12% 
до 66%, а тропонина I — от 0,4% до 38%. При этом повы-
шенный cTnT был связан с риском смерти от всех при-
чин, составлявшим 2,64, и с риском сердечно-сосудистой 
смерти, составлявшим 2,55, риск общей смертности при 
повышенном cTnI составлял 1,74 [67]. В обнародован-
ных в 2013 г. рекомендациях по диагностике и терапии 
заболеваний почек полагается, что повышенные при 
ХБП уровни тропонинов в большей степени вызваны 
сердечной недостаточностью (повышением массы лево-
го желудочка, дисфункцией левого желудочка, повы-
шенными уровнями NT-proBNP), нежели атеросклеро-
зом или ишемией. При этом подчеркивается, что при 
сниженных значениях скорости клубочковой фильтра-
ции (< 60 мл/мин/1,73 м 2) и при отсутствии ишемиче
ских симптомов и характерных изменений на ЭКГ повы
шенные уровни cTn не обязательно указывают на ОКС 
[68]. У диализных пациентов повышенные тропонины 
отражают или скрытую ишемию или ремоделирование 
миокарда, связанное с гипертрофией ЛЖ [68].

Согласно рекомендациям Национальной академии 
клинической биохимии США у пациентов с хронической 
болезнью почек (независимо от ее тяжести) измерение 
тропонина следует проводить при наличии у них ише-
мических симптомов на ЭКГ [8].

У пациентов с терминальными стадиями болезней 
почек (ТСБП), у которых уровни тропонинов хрониче
ски повышены более часто, рекомендуется для диагнос-
тики ОИМ концентрацию сTn измерять через 6–9 ч 
после поступления, при этом диагностическим полагать 
повышение cTn ≥ 20%. Измерение хронически повышен-
ных уровней тропонинов при ТСБП может быть полез-
ным для стратификации риска неблагоприятных исхо-
дов, при острых клинических изменениях эти уровни 
могут служить исходными для отслеживания динамики 
тропонинов [46].

Кардиотоксичность химиотерапевтических 
препаратов

Еще в 2004 г. было рекомендовано использовать тро-
понин как маркер, предпочтительный для выявления 

повреждений миокарда, вызываемых химиотерапией 
и включающих систолическую и диастолическую дис-
функцию ЛЖ и аритмию. Показано, что повышенные 
«обычные» тропонины выявляют пациентов, у которых 
химиотерапия вызывала тяжелое снижение систоличе
ской функции ЛЖ и/или летальность. При этом уровень 
повышения тропонинов был связан с кумулятивной 
дозой и  с  выраженностью кардиотоксичности [69]. 
Полагается, что исследования эффективности вы
сокочувствительного измерения тропонинов весьма 
перспективны для стратификации кардиальных рисков 
при химиотерапии и для выявления кардиотоксичности 
фармпрепаратов [46].

Диагностика ИМ в отделениях  
интенсивной терапии

Повышение тропонинов у пациентов ОИТ является 
весьма частым и связано с неблагоприятным прогнозом, 
притом независимо от природы основной патологии. 
В некоторых случаях такое повышение тропонинов ука-
зывает на ИМ типа 2, связанный с заболеванием коро-
нарных артерий и с повышением потребности в кисло-
роде. У  других пациентов ОИТ кардиомаркеры 
повышены из-за некроза, вызванного катехоламинами 
и прямым действием циркулирующих токсинов. У не-
которых пациентов ОИТ может развиваться и  ИМ 
типа 1.

Выбор необходимых действий при обнаружении по-
вышенного уровня сТn у пациента с моно- или полиор-
ганной патологией, находящегося в критическом состо-
янии, часто является проблемой для клинициста. Но по 
мере улучшения состояния пациента после перенесен-
ного критического заболевания встает вопрос о необхо-
димости и глубине дальнейшей оценки тяжести патоло-
гии коронарных сосудов [45].

Сепсис и ИМ
Повышение тропонинов при сепсисе наблюдается 

относительно часто, патофизиологический механизм 
такого повышения не ясен. Есть некоторые данные, что 
у пациентов с тяжелым сепсисом и септическим шоком 
повышенные тропонины связаны с дисфункцией ЛЖ. 
В настоящее время рутинное измерение сTn у септиче
ских пациентов не рекомендуется [46].

Алгоритмы серийных измерений
Конкретных рекомендаций, касающихся алгоритма 

серийных измерений hs cTn, третье всеобщее определе-
ние ИМ не дает. Однако группа экспертов, принимавших 
участие в его подготовке, в отдельной статье рекоменду-
ет оценку динамики значений Tn при поступлении, через 
3 ч и, по решению врача в случае неясной картины, через 
6 ч (рис. 4).

Подчеркнем, что при поступлении с  признаками 
ОКС первое измерение может дать результат ниже по
граничного (> 99-я процентиль × 2). Тем не менее, серий-
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ные измерения следует проводить и в этом случае, чтобы 
четко выявить или исключить развивающийся ИМ.

Отметим, что основные производители высокочув
ствительных тропониновых тестов рекомендуют соб
ственные алгоритмы серийных измерений, предусмат-
ривающие определение относительных значений дельты.

Можно ли провести серийные измерения за более 
короткий период? Недавние публикации свидетельству-
ют: похоже, что «да». Исследования показали, что паци-
енты с ОИМ могут быть надежно выявлены в течение 
3 ч после поступления и при этом почти со 100%-й чув
ствительностью и со 100%-м отрицательным предиктив-
ным значением. Это, по мнению авторов, указывает на 
то, что время, необходимое для исключения ОИМ, мо-
жет быть существенно снижено [70–72]. Так, для hs cTnI 
(Abbott) алгоритм рекомендует, что диагностическими 
являются уровни выше 99-й процентили и с дельтой 
> 250% через 3 ч [41]. В другом алгоритме, при исходной 
концентрации hs cTnT (Roche) ниже или около 99-й 
процентили (12 нг/л), повышение hs cTnT через 2 ч по 
крайней мере > 50% или на > 7 нг/л указывает на раз-
витие ОИМ и оптимизирует точность диагноза [73]. Тест 
hs cTnI (Singulex Erenna), нижний предел определения — 
0,1 нг/л, при 0,8 нг/л значение CV = 10%, 99-я про
центиль — 8,0 нг/л. Этот тест определяет cTnI у 95% 
лиц нормальной популяции. Исключение ОИМ: исход-
ный cTnI > 8,0 нг/л, относительная дельта за 90 мин рав-
на или > 30%. Чувствительность — 100%, специфич-
ность — 94,5%. По сравнению с «обычным» cTnI тестом, 

тест hs cTnI Singulex с дельтой + 30% за 90 мин выявля-
ет в 3  раза больше случаев ОИМ [74]. Тест hs cTnT 
(Roche, 99-я процентиль — 14 нг/л). Подтверждение 
ОИМ: исходный hs cTnT = или > 52 нг/л, абсолютная 
дельта через 1 ч равна или > 5 нг/л; специфичность — 
94%, положительное предиктивное значение  — 76%. 
Исключение ОИМ: исходный hs cTnT < 12 нг/л, абсолют-
ная дельта 1 ч < 3 нг/л, чувствительность 100%, отрица-
тельное предиктивное значение — 100% [75].

Когда следует назначать высокочувствительное 
измерение тропонина [46]

Поскольку повышенный тропонин не является стро-
го специфическим для ИМ, его измерение следует про-
водить только при наличии клинических указаний на 
подозреваемый ИМ.

Наивысший приоритет имеет назначение высоко-
чувствительного измерения для диагностики ИМ при 
симптомах, указывающих на ишемию, и при недиагнос-
тической картине ЭКГ.

Тропонин рекомендуется измерять для диагностики 
ИМ у пациентов с ХПН, имеющих симптомы ИМ (неза-
висимо от тяжести ренальных нарушений).

Если по итогам исследований не могут быть выпол-
нены специфические вмешательства, рутинное опреде-
ление уровня тропонина при отсутствии ишемии не 
рекомендуется, за исключением:

—	 измерения тропонинов для прогнозирования 
состояния пациентов, имеющих ХБП,

Рис. 4. Алгоритм серийных измерений hs cTn [42]. Подробности в тексте
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—	 измерения тропонинов у пациентов, находящих-
ся на химиотерапии и уже имеющих повреждения мио-
карда, вызванные фармпрепаратами [46].

В целом, любое повышение уровней тропонинов свя-
зано с прогнозом неблагоприятных исходов и притом 
вне зависимости от их причины.

Итак, первое международное определение ИМ было 
рекомендовано ВОЗ в 1979 г., первое всеобщее было 
сформулировано через 21 год, второе всеобщее — через 
7 лет, третье — через 5 лет.

Когда и каким будет четвертое?
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манова А.Ж. (Башкирский государственный медицин
ский университет, г. Уфа) за большую помощь, оказанную 
при подготовке данной статьи.
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Проблема изменения содержания глюкозы в крови 
издавна привлекает внимание клиницистов, а ее мони-
торинг является краеугольным камнем проблемы сахар-
ного диабета (СД) [1]. Гипергликемия (Гпг) — это повы-
шенное содержание глюкозы, которое является 
следствием преобладания скорости поступления глюко-
зы в кровь над скоростью ее утилизации [2]. В отдельных 
исследованиях показано, что Гпг определяет состояние 
и лучший контроль в клинике внутренних болезней, а ее 
регулярный контроль обеспечивает снижение ближай-
шего и отдаленного риска смертности, осложнений за-
болеваний, продолжительности пребывания больных 
в госпиталях и стоимости лечения пациентов [3]. В то 
же время с конца XIX века в клинической практике по-
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Резюме. Диагностика гипергликемии базируется на оценке уровня глюкозы, проведении глюкозо-толерантного 
теста и определении гликированного гемоглобина. Цель работы — изучение гипергликемии и гликированного гемо
глобина у больных с риском критических состояний. Для этого обследовано три группы больных: с цереброваскуляр-
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явился термин «стрессорная гипергликемия», когда на-
чали регистрировать повышение уровня глюкозы в кро-
ви при тяжелых ранениях и  инфекциях у  лиц, не 
страдающих СД [4]. По некоторым оценкам, около по-
ловины пациентов отделений реанимации и  интен
сивной терапии имеют повышенный уровень глюкозы. 
Установленная взаимосвязь тяжести состояния и повы-
шения содержания глюкозы в крови длительное время 
рассматривалась в качестве адаптивной реакции на по
вреждение, не требующей неотложной коррекции. До 
последнего времени Гпг рассматривалась не более как 
парафеномен заболеваний. Между тем в последнее вре-
мя стали накапливаться сведения, обосновывающие 
необходимость пересмотра устоявшейся позиции [5]. 
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Поэтому необходима разработка системы управления 
гипергликемией и снижения негативных экономических 
и медицинских последствий для человека, последствий 
плохого гликемического контроля и связанного с ним 
прогрессирования осложнений и сопутствующих забо-
леваний в стационарных условиях [6]. Непосредствен-
ными причинами повышения уровня глюкозы в крови 
являются СД типа 1 с абсолютной недостаточностью 
инсулина и типа 2, характеризующегося нарушениями 
как механизмов действия инсулина (инсулинорезистент
ность), так и его секреции. Гпг возникает и при других 
формах сахарного диабета, развивающихся вследствие 
определенных заболеваний или синдромов: заболеваний 
поджелудочной железы (тяжелые острые и хронические 
панкреатиты, травмы, резекция, рак, кистозный фиброз, 
гемохроматоз); заболеваний с гиперпродукцией контр
инсулиновых гормонов; определенных сложных генети-
ческих синдромов, аномалий инсулина; применения 
лекарственных и химических веществ — гормональных 
препаратов (соматотропина, глюкокортикоидов и кон-
трацептивов), диуретиков, особенно тиазидовых, неко-
торых гипотензивных средств; химиотерапевтических 
препаратов — L-аспарагиназы, циклофосфамида, вакора, 
циклоспорина, диазоксида и др.; психотропных веществ.

В 1997 и 2003 годах экспертный комитет по диагнос-
тике и классификации СД рекомендовал выделять груп-
пу обследуемых, уровень глюкозы у которых не соот-
ветствовал критериям СД, однако, тем не менее, был 
выше нормы. У больных выделялись нарушение глике-
мии натощак (5,6 ммоль/л — 6,9 ммоль/л), нарушенная 
толерантность к глюкозе — через 2 часа после приема 
75 г глюкозы во время проведения глюкозо-толерантно-
го теста 7,8–11,0 ммоль/л или гемоглобин A1C 5,7–6,4% 
[7].

Оценить Гпг можно путем определения глюкозы 
крови, проведения глюкозо-толерантного теста и глики-
рованного гемоглобина.

Определение глюкозы крови
 Методы определения глюкозы крови разделяются 

на химические и ферментативные [8]. Химические мето-
ды основаны на её свойстве восстанавливать различные 
соединения (двухвалентные ионы меди с образованием 
одновалентных ионов; пикриновую кислоту с образова-
нием пикраминовой кислоты; красный ферроцианид 
в желтый ферроцианид и т.  д.), то есть основаны на реду
цирующих свойствах глюкозы, что весьма специфично 
в клинико-биохимических исследованиях. Наиболее ши-
роко известным является ортотолуидиновый метод, ос-
нованный на взаимодействии в кислой среде альдегидной 
группы глюкозы с аминогруппой ортотолуидина с обра-
зованием Шиффова основания. Ортотолуидиновый ме-
тод достаточно точен, прост в исполнении и специфичен, 
но недостатком его является использование канцероген-
ного ароматического амина. Однако некоторые из этой 
группы способов сопровождаются гемолизом эритроци-

тов и поэтому открывают не только глюкозу, но и другие 
сахара, приводя к завышенным результатам. Примером 
является метод Хагедорна–Йенсена, при использовании 
которого уровень сахара крови составляет 70–120 мг% 
(4,4–6,6 ммоль/л). Пожалуй, наиболее специфичным 
способом, основанным на редуцирующих свойствах глю-
козы, является метод Сомоджи–Нельсона, основанный 
на восстановлении меди, который не приводит к гемоли-
зу эритроцитов, а нормальная величина гликемии нато-
щак при определении этой методикой соответствует 
глюкозооксидазному.

В последние годы широко используются фермента-
тивные методы определения глюкозы, специфичность 
которых много выше, чем химических методов. Фермен-
тативные методы определения могут быть автоматизи-
рованы. Это повышает чувствительность и  точность 
способа определения.

Ферментативные приемы определения глюкозы под-
разделяются на: колориметрические методы; УФ-мето-
ды; флюоресцентные методы; электрохимические мето-
ды; «сухие» тест-полоски для полуколичественного 
определения.

Каждый из этих методов нашел свое место в клини-
ко-диагностических лабораториях, но наиболее широко 
используемым является глюкозооксидазно-пероксидаз-
ный способ с колориметрическим завершением (метод 
Триндера). Принцип способа заключается в следующем: 
глюкоза окисляется кислородом воздуха в присутствии 
фермента глюкозооксидазы с образованием глюконовой 
кислоты и эквимолярного количества перекиси водоро-
да. Перекись водорода в присутствии пероксидазы окис-
ляет компоненты хромогенной смеси с образованием 
красителя.

Нормальной величиной гликемии натощак при опре
делении глюкозооксидазным методом считается 60–
100 мг% (3,3–5,5 ммоль/л). Немаловажное значение 
при определении глюкозы крови играет и то, какая кровь 
исследуется — капиллярная или венозная. Содержание 
глюкозы в капиллярной крови выше, чем в венозной, 
и разница может достигать 20–30 мг%. Как правило, ве-
личины нормальной гликемии, которые уже были при-
ведены, относятся к крови, взятой из пальца. Исследо-
вание сахара в крови, взятой из пальца, из-за удобства 
ее получения нашло более широкое распространение 
и используется повсеместно. В то же время, хотя капил-
лярная смешанная кровь из пальца и содержит в 100 мг 
на 1,1 ммоль (20 мг) глюкозы больше, чем венозная, од-
нако уровень глюкозы в  плазме или в  сыворотке на 
10–15% выше уровня в капиллярной крови. Поэтому на 
практике нередко встает вопрос: каков нормальный уро-
вень «сахара» в крови. Значения 3,3–5,5 ммоль/л — циф-
ры, к которым привыкли большинство исследователей, 
относятся к содержанию глюкозы крови в капиллярной 
смешанной крови, а в венозной крови, как уже было упо-
мянуто, уровень глюкозы повышается до 6,1 ммоль/л 
(табл. 1).
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Проведение глюкозо-толерантного теста. В до-
кладе комитета экспертов ВОЗ по сахарному диабету 
(2003) придается значение уровню сахара крови только 
через 2 часа после приема глюкозы. ГТТ с использова-
нием нагрузки 75 г глюкозы является наиболее специ-
фичным для диагностики гипергликемии. Глюкоза раз-
водится в 300 мл дистиллированной воды и выпивается 
в течение 5 минут. Однако должны быть соблюдены 
определенные условия при проведении ГТТ. Обследуе-
мые должны три дня до пробы находиться на диете, содер
жащей не менее 250 г углеводов. В течение 15 минут до 
исследования и  на протяжении всей ГТТ пациенты 
должны находиться в удобном положении, сидя или 
лежа. Движения, работа, разговоры могут влиять на ре-
зультаты ГТТ. В то же время динамика ГТТ у больных 
трудно предсказуема. В 53,6% случаев даже ГТТ диабе-
тического типа может нормализоваться без лечения, 
в 15,6% остается нормальным, несмотря на явные повы-
шения глюкозы крови. Немало проблем и в расчете глю-
козы, которую необходимо принять. Наиболее целесо-
образно назначать глюкозу в количестве 50 г на 1 м3 

поверхности тела, которая рассчитывается по таблицам 
Дюбуа, используемым при определении основного об-
мена.

Гликированный гемоглобин
Были проведены следующие проспективные иссле-

дования в области контроля СД: Исследование по кон-
тролю диабета и его осложнений (The Diabetes Control 
and complications Trial) [9], Великобританское проспек-
тивное исследование диабета (United Kingdom 
Prospective Diabetes Study) [10], Action in Diabetes and 
Vascular Disease [11], Action to Control Cardiovascular 
Risk in Diabetes [12]. Согласно этим исследованиям, Гл-
Гем является ведущим параметром в контроле гипер
гликемии. В то же самое время показатель ГлГем недо-
статочно применяется в практической работе врачей 
различных специальностей. Это, по-видимому обуслов-

лено как неполным пониманием самого ГлГем, так и раз-
нообразием методов его определения. Какую же мето-
дику выбрать? Каковы нормальные значения ГлГем? 
В отдельных исследованиях показано, что не столь важ-
но наличие самого СД, сколько повышенного уровня 
ГлГем в оценке риска развития осложнений артериаль-
ной гипертензии [13]. То есть данный показатель следу-
ет понимать как в узком, так и в широком смысле этого 
слова [14].

В узком смысле этого слова ГлГем может быть пред-
ставлен следующим образом. Согласно заключению 
Международного экспертного комитета, ГлГем представ-
ляет собой точный и надежный показатель, отражающий 
состояние хронической гликемии и  коррелирующий 
с риском развития хронических осложнений СД. При 
этом исследование ГлГем имеет ряд преимуществ по 
сравнению с лабораторным методом определения глю-
козы, так как оно не зависит от времени суток, физиче
ских нагрузок, приема пищи, назначенных лекарств, 
эмоционального состояния пациента и т.  д. При этом СД 
диагностируется при содержании ГлГем более 6,5% 
и диагноз должен подтверждаться повторным измере-
нием [15]. Поэтому применение теста на определение 
ГлГем представляется наиболее информативным и эко-
номически обоснованным. Однако, согласно рекомен-
дациям по использованию теста на ГлГем (American 
Diabetes Association), IDF (International Diabetes 
Federation), EASD (European Association for the Study of 
Diabetes) [16], предполагается применение методов 
исследования ГлГем, сертифицированных на соответ
ствие требованиям Национальной программы США 
по  стандартизации гликогемоглобина (The National 
Glycohemoglobin Standartization Program) (NGSP) 
и стандартизованных относительно референсного мето-
да DCCT [17]. Что это означает? Это означает, что коэф
фициент вариации (CV%) используемого метода должен 
быть ниже 3%, доверительный интервал (ДИ 95%) от-
носительно референсной лаборатории не более ± 0,75. 

Таблица 1. Стадии гипергликемии. Нарушения регуляции содержания глюкозы. Биохимические критерии 
(венозная плазма) СД. Нарушение толерантности к глюкозе.

Показатель
Стадия гипергликемии

Концентрация глюкозы, ммоль/л (мг/дл)
(венозная плазма)

Сахарный диабет
Натощак и/или  
Через 2 часа после нагрузки глюкозой

> 7,0 (> 126)
> 11,1 (> 200,0)

Нарушение толерантности к глюкозе (НТГ)
Натощак
Через 2 часа после нагрузки глюкозой

< 7,0 (< 126)
> 7,8 (→ 140) < 11,1 (< 126)

Нарушение регуляции содержания глюкозы
Натощак
Через 2 часа после нагрузки глюкозой

> 6,1 (→ 110) и < 7,0 (< 126)
< 7,8 (< 140)
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Ежегодное подтверждение сертификата NGSP для про-
изводителей анализаторов и наборов реагентов. Однако 
следует учесть, что программа NGSP разрабатывалась 
для научных исследований, а не для клинической прак-
тики, поэтому она недостаточно приемлема для лабора-
торий низкого и среднего уровня, при скрининговых 
обследованиях и мониторинге гликемического статуса. 
Исходя из этих данных, фактическое применение ГлГем 
довольно редко и  непопулярно [18]. Согласно реко
мендациям  Международной  федерации  диабета 
(International Diabetes Federation), использование ГлГем 
для контроля СД необходимо [19], а для определения 
этого показателя в настоящее время поставлен вопрос 
о разработке альтернативных, принципиально новых 
методов определения ГлГем [20]. Тем не менее, в нашей 
стране получают распространение автоматические ана-
лизаторы для определения ГлГем, в основе которых ле-
жит метод высокоэффективной жидкостной хромато
графии под высоким давлением (HPLC), и референсным 
для такого метода будет являться метод HPLC под вы-
соким давлением на большой колонке. В таком случае 
потребуется ежегодное сравнение с классическим HPLC 
и получение сертификата NGSP. Например, определяя 
уровень ГлГем методом HPLC на анализаторе Bio-Rad, 
необходимо сравнить его с референсным методом, како-
вым, например, может являться газожидкостная хрома-
тография на большой колонке или изоэлектрическое 
фокусирование в широком градиенте рН. Сравнение 
должно проводиться одним и тем же лаборантом, в одной 
и той же лаборатории, и желательно тщательно выдер-
живать температурный режим атмосферного воздуха, 
влажность и уровень атмосферного давления. Поэтому 
даже в США уровень гликированного гемоглобина опре
деляется референсным методом HPLC не во всех случа-
ях. При определении этого параметра в США указы

вается standardized (стандартизированный) или non- 
standardized (применен другой метод) [11].

В широком понятии ГлГем представляется как важ-
ное патогенетическое звено в развитии патологии в ор-
ганизме. При этом разнообразие методов определения 
ГлГем не затрудняет, а, наоборот, дополняет и расширяет 
понимание ГлГем. Например, примененный нами ком-
бинированный способ, состоящий из высокоспецифи-
ческого метода изоэлектрического фокусирования и до-
ступного, легко выполнимого фотоколориметрического 
приема, позволяет не только точно определять ГлГем, но 
и использовать его в лаборатории любого уровня. И не-
смотря на то, что этот метод является ручным, много
этапным, он может быть применен наряду с автомати-
зированным (одноэтапным) способом. То есть в таком 
понимании существующие способы, хоть даже и ручные, 
многоэтапные, будут дополнять представление о ГлГем. 
По-другому будет представлен и сам ГлГем, если данный 
параметр рассматривать не только как продленный ин-
декс гликемии, но и как через возникающую Гпг, в том 
числе и стрессорную, большим параметром, который 
является маркером развивающегося в организме чело-
века и  связанного с  гипергликемией оксидативного 
стресса и нарушений процессов гликирования. В таком 
понимании ГлГем представляется не просто как продлен-
ный индекс гликемии, а как один из основных патогене-
тических механизмов в развитии обменных, сосудистых 
нарушений и органной дисфункции. При этом по-дру-
гому будет представлена и  воспроизводимость при
меняемых методов. Являясь интегральным индексом 
гликемии, вариация этого показателя фактически соот-
ветствует вариации глюкозы крови, то есть 3–6% [21], 
или общего гемоглобина крови (4%). Будучи патогене-
тическим звеном в развитии патологии в организме, 
ГлГем уже представляется не просто обычным, рядовым 

Рис. 1. Патогенетическая роль ГлГем в риске развития сердечно-сосудистых заболеваний

Риск развития 
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Гиперлипопротеидемия

Гиперхолестеринемия



33

Научно-практический журнал «Клинико-лабораторный консилиум» № 4 (47) декабрь 2013

Таблица 2. Внутрисерийная воспроизводимость результатов определения уровня ГлГем   
	       у обследуемых с отсутствием СД

Показатель Примеры

1 2 3 4 5

ГлГем, % 4,32 3,18 2,62 4,89 2,39

4,55 3,64 3,40 4,89 2,50

4,55 3,86 3,41 5,12 2,61

4,77 3,86 3,76 5,12 2,61

4,89 3,98 3,98 6,14 2,84

5,00 4,43 4,10 6,26 3,07

5,35 4,55 4,20 7,39 3,53

5,35 5,00 4,67 7,85

4,67 8,31

n 8 8 9 9 7

Xср 4,847 4,063 3,868 6,219 2,793

Xq 4,860 4,098 3,917 6,346 2,817

σ 0,376 0,573 0,658 1,340 0,395

Sx 0,133 0,203 0,219 0,447 0,149

V% 7,763 14,103 17,006 21,543 14,152

Примечание:  n — количество показателей, 
	       Хср — среднее арифметическое введенных показателей,  
	       Хq — среднее геометрическое введенных показателей,  
	       σ — среднее квадратическое отклонение, 
	       Sx — стандартная ошибка средней арифметической, 
	       V% — коэффициент вариации

биохимическим показателем. Участвуя в патогенезе мно-
гих заболеваний, ГлГем фактически связан с основными 
клинико-биохимическими показателями нарушенного 
обмена веществ в организме — углеводного, белкового, 
жирового, минерального, которые имеют воспроизводи-
мость значительно более высокую, чем 3–4% [22]. Нами 
показано, что воспроизводимость методов определения 
ГлГем может варьировать в довольно широких пределах 
(табл. 2).

Гпг является непременным атрибутом ранней фазы 
инсульта. Так, Гпг (> 6  ммоль /л) обнаруживают 
у 2/3 больных с ишемическим инсультом [23]. Данная 
Гпг определяет значительное отягощение прогноза ин-
сульта, увеличивая риск фатального исхода в сравнении 
с лицами с нормогликемией в 3 раза и увеличивая в 
1,4 раза риск плохого функционального исхода [24].

Кроме того, исследования последних лет свидетель-
ствуют, что гликемия, скорректированная инсулиноте-
рапией, сокращает объем ишемизированного мозгового 
повреждения, а исследования моделей инсульта у жи-
вотных подтверждают, что вызванная стрессом Гпг яв-

ляется поддающимся изменению фактором риска для 
мозгового повреждения [24]. С данных позиций имеет 
существенный интерес изучение существования возмож-
ного молекулярного предиктора гипергликемического 
состояния у больных с нарушениями мозгового крово-
обращения.

В связи с вышеизложенным целью настоящей рабо-
ты явилось определение уровня Гпг у больных с цереб-
роваскулярными заболеваниями, а  также у  больных 
с почечной недостаточностью и отклонениями в функ-
циональном состоянии почек.

Материалы и методы
Нами обследовано три группы больных. Первую 

группу больных составили 12 пациентов с сосудистыми 
мозговыми синдромами, экстрапирамидными и дегене-
ративными нарушениями нервной системы, у которых 
было проведено комплексное клинико-неврологическое, 
нейровизуализационное и лабораторное обследование. 
Среди обследованных были 1 больной с синдромом сред-
ней мозговой артерии, 1 больной с нейроциркуляторной 
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астенией, 6 больных с дисциркуляторной и смешанного 
генеза энцефалопатией, 1 больной с болезнью Паркин-
сона, 1 больной с рассеянным склерозом, 1 — с миасте-
нией, 1 — с полиневропатией. У двоих больных, а имен-
но у больного с синдромом средней мозговой артерии, 
у больного с энцефалопатией и у больного с болезнью 
Паркинсона был выявлен явный СД. Больным прово-
дили спиральную компьютерную томограмму (General 
Motors High Speed, США) с целью установления вида 
мозгового инсульта (локализацию и размеры ишемии 
мозга, степень выраженности отека мозга) и исключения 
других патологических состояний, имитирующих 
ОНМК.

Степень тяжести мозгового инсульта, выраженность 
и динамику (на 7–14 день) очагового неврологического 
дефицита у больных с ишемическим инсультом, уровень 
сознания оценивали Скандинавской шкалой инсульта 
(SSS) [25].

Для оценки индивидуального риска возникновения 
инсульта у больных с сахарным диабетом (СД) исполь-
зовали шкалу АВСD2 (Age — возраст, Blood pressure — 
АД,  Cliniсal  features  —  клинические  проявления, 
Duration — длительность, Diabetes — диабет) [26].

Также проводили контроль АД, рентгенографию ор-
ганов грудной клетки, термометрию, стандартные лабо-
раторные тесты, включающие общий анализ крови, об-
щий анализ мочи, RW, биохимические исследования: 
определение трансаминаз, желчных пигментов, глюкозы 
крови, азотемии, электролитов, коагулограмму.

Из специальных методов обследования проводили 
определение ГлГем методом ионно-обменной хромато
графии под высоким давлением на анализаторе Lutaschek 
[27].

Из инструментальных методов обследования про-
водили электрокардиографию и реоэнцефалографию. 
При изучении тонуса сосудов при помощи РЭГ учиты-
вали пульсовое артериальное кровенаполнение, минут-
ное артериальное кровенаполнение, тонус магистраль-
ных артерий, суммарный тонус регионарных артерий, 
тонус регионарных артерий крупного, среднего и мел-
кого калибра, а также реографический диастолический 
индекс (венозный отток).

Все пациенты получали стандартную базисную и диф-
ференцированную терапию ишемического инсульта [28].

Вторую группу больных составили отдыхающие са-
наториев курорта «Мисхор». У этих обследуемых мы 
определяли функцию почек по показателям первосте-
пенной важности — удельному весу мочи (610 человек) 
и уровню креатинина крови (209 больных). Все пациен-
ты находились на лечении в здравницах по поводу ише-
мической болезни сердца, гипертонической болезни, 
хронических обструктивных заболеваний легких. Про-
веденное обследование больных включало в себя кли-
ническое, лабораторное (общеклинические и биохими-
ческие анализы), инструментальное  — проведение 
электрокардиографических, спирографических, мони-

торинговых (артериальное давление, холтеровское ис-
следование) исследований.

В третью группу наблюдаемых нами больных вошли 
пациенты с почечной недостаточностью. Для этого мы 
обследовали несколько пациентов с болезнями почек 
и отсутствием СД. Среди обследованных были больные, 
которые находились на стационарном лечении в уроло-
гическом отделении, с хроническим гломерулонефри-
том, мочекаменной болезнью и  хроническим пиело-
нефритом, поликистозом почек, единственной почкой. 
Нами были подобраны именно те больные, у которых 
был повышен риск пред- или послеоперационного пе-
риода. Уровень ГлГем у этой группы людей определяли 
на автоматическом анализаторе Bio-Rad [27].

Статистическая обработка полученных результатов 
проводилась с  использованием пакета программ 
Statistica 8.0 (StatSoft, США), программного обеспече-
ния SРSS17.

Результаты
У больной женщины с мозговым инсультом (МИ) 

в бассейне левой средней мозговой артерии (СМА) в виде 
правостороннего центрального гемипареза с церебраль-
ным атеросклерозом и СД тип 2 уровень гликемии в те-
чение суток варьировал от 5,0 ммоль/л до 14,7 ммоль/л, 
а уровень ГлГем составил 12,7%.

Было обнаружено, что у других пациентов был так-
же повышен уровень ГлГем, что свидетельствовало о раз-
витии Гпг у больных с цереброваскулярными заболева-
ниями (табл. 3). При этом у этих 12 больных уровень 
ГлГем имел сильную достоверную корреляцию с содер-
жанием глюкозы крови в 17‑00 и 21‑00 час (табл. 4).

Для установления взаимосвязи Гпг и тонуса мозго-
вых артерий у 12 больных с цереброваскулярными забо-
леваниями был проведен факторный анализ. Данные 
определения функционального состояния мозговых ар-
терий составили 5 факторов. Первый фактор составили 
пульсовое и минутное кровенаполнение, второй — тонус 
магистральных артерий и суммарный тонус региональ-
ных артерий — пульсовое и минутное кровенаполнение, 
третий фактор составил тонус региональных артерий 
крупного и среднего калибра, четвертый фактор — ди
кротический индекс (то есть тонус артерий мелкого ка-
либра) и реографический диастолический индекс (ве-
нозный отток). Пятым фактором были собственно 
основные показатели метаболического контроля: уровни 
гликемии натощак, в течение суток и уровень HbA1c. 
Выбор этих пяти факторов был осуществлен на основа-
нии проведенного дисперсионного анализа.

Так, например, первый фактор объясняет 36,65% 
дисперсии, второй фактор — 26,34% дисперсии, третий 
фактор — 15,33, четвертый — 11,55%, а пятый (Гпг и Гл-
Гем) фактор, казалось бы, составил только 4,84% диспер-
сии. Однако суммарный процент дисперсии у пятого 
фактора был наибольшим по сравнению с другими фак-
торами и составил 94,1% (табл. 5).
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Таблица 3. Уровни глюкозы крови и гликированного гемоглобина у больных 
	        с нарушением мозгового кровообращения

Показатели
Больные

пре-гл 
(ммоль/л)

гл 12 ч 
(ммоль/л)

гл 17 ч 
(ммоль/л)

гл 21 ч 
(ммоль/л)

случ. гликемия 
(ммоль/л)

глик. гем. (%)

1 7,0 15,2 8,2 7,6 10,4 8,2

2                     СД+ 17,2 24,5 16,6 21,1 15,7 10,9

3 4,7 6,4 8,2 7,0 4,9 6,8

4 7,0 4,7 5,8 4,9 6,9 6,2

5 15,2 13,5 15,2 15,8 7,6 9,6

6 5,2 5,0 5,8 7,0 4,9 5,3

7 4,7 6,4 6,0 4,9 5,4

8                     СД+ 5,5 5,0 14,7 9,4 5,4 12,7

9 7,0 5,2 7,6 6,1 5,0 6,0

10                  СД+ 10,6 5,4 11,1 12,0 12,9

Общее количество 9 10 10 10 9 10

Средняя  
арифметическая

8,82 8,96 9,96 9,79 7,3 8,4

Ошибка средней 
арифметической

1,5 2,1 1,3 1,6 1,2 0,9

Минимальное 
значение

4,7 4,7 5,8 4,9 4,9 5,3

Максимальное  
значение

17,2 24,5 16,5 21,1 15,7 12,9

Стандартное  
отклонение

0,72 0,69 0,69 0,69 0,72 0,69

Примечание: пре-гл — уровень глюкозы крови натощак, 
	       гл 12 ч, гл 17 ч, гл 21 ч — уровень глюкозы крови соответственно в 12, 17 и 21 час,  
	       глик. гем. — уровень гликированного гемоглобина, %

Таблица 4. Корреляционная связь уровней гликированного гемоглобина и гликемии

Показатель гликемии
(ммоль\л)

Уровень гликированного гемоглобина, %

Корреляция Пирсона

Корреляционный коэффициент (r) Достоверность (p)

Препрандиальная гликемия +0,46 0,212

Гликемия в 12 ч +0,324 0,360

Гликемия в 17 ч +0,819 0,004

Гликемия в 21 ч +0,629 0,050

Случайная гликемия +0,486 0,185
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Было обнаружено, что показатели гомеостаза глю-
козы, в том числе ГлГем, наиболее существенно связаны 
с первым фактором, то есть с пульсовым и минутным 
кровенаполнением (табл. 6). В то же время изменения 
в однократно взятых уровнях гликемии в течение суток 
в основном отражают изменения во втором и в третьем 
факторах. Таким образом, правомочно предположить, 
что уровень гликемии является индикаторным индексом 
изменений в мозговых артериях крупного калибра на 
момент обследования.

При факторном анализе уровня ГлГем была выявле-
на связь не только с изменением тонуса магистральных 
артерий, но и с изменением тонуса артерий мелкого ка-
либра и степенью нарушений венозного оттока (табл. 6). 
Действительно, в генезе структурных изменений в стен-
ке сосудов при СД важное место отводится роли конеч-
ных продуктов гликирования, которые, как было пока-
зано, приводят к развитию эндотелиальной дисфункции 
и способствуют повышению артериальной жесткости 
[29].

Мы изучили факторную нагрузку изучаемых пяти 
факторов, которые состоят из факторных составляющих 
(рис. 2). Для этого мы провели вращение этих 22 фак-
торных составляющих, то есть определили, как они рас-

пределятся в пространстве. Как видно из рисунка, фак-
торные составляющие пятого фактора, то есть «18» 
гликемия в 12 ч, «19» гликемия в 17 ч, «20» гликемия 
в 21 ч, «21» случайная гликемия, «22» гликированный 
гемоглобин, %,  находились в той же области, что и фак-
торные составляющие второго и третьего факторов, то 
есть «9» тонус регионарных артерий крупного калибра 
(hd), ом\с левая, «10» тонус регионарных артерий круп-
ного калибра (hd), ом\с правая, «11» тонус регионарных 
артерий среднего калибра ((h1–h4) \A2), ом\с, «12» то-
нус регионарных артерий среднего калибра ((h1–h4) \
A2), ом\с.

При этом основные показатели гипергликемии были 
корреляционно связаны с основными функциональны-
ми параметрами состояния мозговых артерий, а именно 
пульсовым и минутным кровенаполнением (1 фактор), 
а также с тонусом мозговых артерий различного калиб-
ра, составляющих 2, 3, 4 факторы (помечено звездоч-
кой — достоверные корреляции) (табл. 6).

Мы сопоставили значения уровней гликемии и ГлГем 
с одной стороны, клинико-неврологический статус, оце-
ненный в баллах по Скандинавской шкале инсультов SSS, 
с другой, и показателей ультразвуковой доплерографии 
с третьей стороны, у обследуемых нами больных. При 

Таблица 5. Факторный анализ. Процентное содержание факторной нагрузки гипергликемии 
	       и функционального состояния мозговых артерий

Фактор Факторная нагрузка

Процент дисперсии Совокупный процент

1 36,65 36,65

2 26,34 62,99

3 15,33 78,32

4 11,55 89,88

5 4,84 94,71

Таблица 6. Факторный анализ. Зависимость показателей гипергликемии от факторов

Фактор

1 2 3 4 5

Препрандиальная гликемия (ммоль/л) 0,915* 0,039     0,238* – 0,192 – 0,185

Гликемия в 12 ч (ммоль/л) 0,788* 0,159     0,415* – 0,326     0,261

Гликемия в 17 ч (ммоль/л 0,920* 0,130 – 0,079     0,231* – 0,0247

Гликемия в 21 ч (ммоль/л) 0,956* 0,0903     0,241*     0,049     0,057

Случайная гликемия (ммоль/л) 0,726* 0,221*     0,231* – 0,472*     0,375

Гликированный гемоглобин (%) 0,749* 0,234* – 0,346     0,236*     0,173

Примечание: * — достоверные корреляции
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этом следовало бы отметить, что повышение содержания 
глюкозы крови соответствовало доплерографическим 
изменениям в магистральных артериях и сосудах круп-
ного калибра, тогда как повышение уровня ГлГем соот-
ветствовало также и изменениям в артериях мелкого 
калибра. Наиболее полная неврологическая картина, со-
ответствующая наименьшему количеству баллов по шка-
ле SSS, была при уровне ГлГем выше 6%. В то же время 
нормальное содержание ГлГем, даже при наличии Гпг, 
соответствовало большему количеству баллов (табл. 7).

У других больных, которые находились в санатории, 
мы оценили функцию почек по показателям первосте-
пенной важности — удельному весу мочи и уровню кре-
атинина крови. Нами обнаружено, что у 74 человек из 

610 обследуемых удельный вес мочи был ниже 1018, 
а у 131 обследуемого из 209 больных уровень креатини-
на крови был выше 0,088 ммоль/л (табл. 8). Нормальные 
величины уровня креатинина крови представлены 
в справочнике по лабораторным методам исследования 
в клинике [30].

У больных с почечной недостаточностью уровень 
креатинина крови повышался в течение нескольких дней 
до 0,3 ммоль/л. Нами обнаружено, что у этих больных 
был повышен уровень гликированного гемоглобина А1с. 
У обследованных пациентов он составил 7,8–7,9–7,7–
7,5–7,9%. В то же время у обследованной группы людей 
следует отметить повышение другой минорной фракции 
гликогемоглобина — HbA1a 6,7–7,6–7,2–6,2–5,8%.

Рис. 2. Компонентная диаграмма после вращения факторных составляющих,

		  где:	   1 — Пульсовое артериальное кровонаполнение (h1/hk), б\р левая,
			     2 — Пульсовое артериальное кровонаполнение (h1/hk), б\р правая,
			     3 — Минутное артериальное кровенаполнение (Vm), мл, левая,
			     4 — Минутное артериальное кровенаполнение (Vm), мл, правая,
			     5 — Тонус магистральных артерий (Т), с левая,
			     6 — Тонус магистральных артерий (Т), с правая,
			     7 — Суммарный тонус регионарных артерий (А), с левая,
			     8 — Суммарный тонус регионарных артерий (А), с правая,
			     9 — Тонус регион. артерий крупного калибра (hd), ом\с левая,
			   10 — Тонус регион. артерий крупного калибра (hd), ом\с правая,
			   11 — Тонус регионарных артерий среднего калибра ((h1-h4) \A2), ом\с,
			   12 — Тонус регионарных артерий среднего калибра ((h1-h4) \A2), ом\с,
			   13 — Дикротический индекс (тонус артерий мелкого кал.) (h2/h1), б\р левая,
			   14 — Дикротический индекс (тонус артерий мелкого кал.) (h2/h1), б\р правая,
			   15 — Реограф. диастолич. индекс (венозный отток) (h3\h1), б\р левая,
			   16 — Реограф. диастолич. индекс (венозный отток) (h3\h1), б\р правая,
			   17 — Препрандиальная гликемия, ммоль/л,
			   18 — Гликемия в 12 ч,
			   19 — Гликемия в 17 ч,
			   20 — Гликемия в 21 ч,
			   21 — Случайная гликемия,
			   22 — Гликированный гемоглобин, %
	          Component 1, 2, 3 — Корреляционные коэффициенты

Component 1 Component 3

Component 2

Component Plot

1,0

0,5 0,5

– 0,5

– 0,5 – 0,5

0,0

0,0 0,0
1,0 1,0

0,5
1

4

5
6

3
213

15
11

14 16
12

7
8

20
199
1710

18
22

21



38

Научно-практический журнал «Клинико-лабораторный консилиум» № 4 (47) декабрь 2013

Таблица 7. Схема оценки риска инсульта по показателям гликемии

Показатели  
углеводного обмена

Баллы Факторы риска
Показатели ультразвуковой  

доплерографии

1. Гипергликемия 
и HbA1с < 6%

10 и более 
баллов

артериальная гипертензия, 
курение, употребление 
алкоголя, стресс

Нарушение средней скорости кровотока  
в магистральных сосудах (средняя скорость  
кровотока по общим сонным артериям у взрослых 
людей до 60 лет от 14 до 30 м\с), изменение индекса 
циркуляторного сопротивления сосудов (ИЦС) 
(нормальные цифры ИЦС 0,55–0,75)

2. Нормогликемия 
и 1сHbA1с > 6%

менее  
10 баллов

артериальная гипертензия, 
курение, абдоминальное 
ожирение, нарушение 
диеты

Нарушение скорости кровотока в сосудах крупного 
и среднего калибра (нормальная скорость  
кровотока по позвоночным артериям 13 ± 5,1 см\с),
изменение ИЦС (нормальные цифры ИЦС  
0,55–0,75)

3. Гипергликемия  
и HbA1с > 6%

1–2 балла артериальная гипертензия, 
курение, абдоминальное 
ожирение, нарушение 
диеты, сахарный диабет

Нарушение скорости кровотока в сосудах крупного, 
среднего и мелкого калибров (средняя скорость  
кровотока по надблоковым артериям от 6 до 
16 см\с), изменение ИЦС (нормальные цифры 
ИЦС 0,55–0,75)

Таблица 8. Функция почек по уровню креатинина крови и удельному весу мочи

Показатели
Количество

Удельный вес Уровень креатинина крови

Все обследованные Меньше 1018 Все обследованные Больше 0,088 ммоль/л

n 610 74 209 131

Обсуждение полученных результатов
Повышение уровня глюкозы крови обычно встре

чается в ранней фазе инсульта. Распространенность 
Гпг, характеризующейся как повышение глюкозы кро-
ви выше 6,0 ммоль/л (109 мг\дл), наблюдается в двух 
третях всех вариантов ишемических инсультов и как 
минимум в 50% микроинсультов [31]. Обзор литера-
туры свидетельствует о том, что появление предоми-
нантной, стресс-обусловленной Гпг ассоциируется 
с плохим прогнозом, таким как зависимое состояние 
или геморрагический инсульт. Персистирующая Гпг 
выше 155 мг\дл ассоциируется с повышением смерт-
ности. В то же время в последние годы установлено, 
что у пациентов с МИ предиктором летального исхода 
в течение года наблюдения рекомендуется рассматри-
вать уровень глюкозы капиллярной крови при поступ-
лении в стационар более 5,8 ммоль/л [32]. Уровень 
ГлГем у пациентов, страдающих СД, определяет сте-
пень компенсации углеводного обмена в острейшем 
и остром периодах мозгового инсульта. Для предотвра-
щения возможного неблагоприятного исхода мозгово-
го инсульта у пациентов с повышенным содержанием 
ГлГем необходимо проведение интенсивной сахаросни-
жающей терапии.

Наши исследования подтвердили, что развитие раз-
личных заболеваний нервной системы, таких как вос
палительные заболевания центральной нервной систе-
мы, экстрапирамидные и  двигательные нарушения, 
цереброваскулярные болезни, сопровождается развити-
ем гипергликемии, как по уровням глюкозы крови, так 
и по уровню ГлГем. При этом различные маркеры угле-
водного обмена по-разному отражают изменения в то-
нусе церебральных сосудов различного калибра. Стрес-
сорной гипергликемии соответствуют изменения 
в магистральных артериях, которые подтверждены ре-
зультатами РЭГ и доплерографии. Крупные исследова-
ния Diabetes Control & Complications Trial, а также UK 
Prospective Diabetes Study доказали, что гликированный 
гемоглобин является, в первую очередь, предиктором 
микроангиопатий. По данным этих исследований, сни-
жение уровня гликированного гемоглобина в среднем 
на 1% сопровождалось уменьшением нейропатий от 18% 
у больных инсулиннезависимым СД до 35% у больных 
инсулинзависимым СД. Проявлением микроангиопатии 
сосудов головного мозга является энцефалопатия [33]. 
В наших исследованиях обнаружено, что из 9 обследо-
ванных больных с энцефалопатией уровень ГлГем был 
выше 8% у 3, то есть у 30% обследованных больных, 
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а у остальных был нормальным. Эти данные согласуют-
ся с мнением других исследователей [34], свидетель
ствующих о том, что относительный риск нейропатий 
значительно возрастает с увеличением концентрации 
ГлГем. Эти данные также подтверждают результаты и тех 
исследований, которые доказывают резкое возрастание 
риска инсультов при уровнях ГлГем выше 7%. Это же 
подтверждает и  исследование у  некоторых больных 
с ишемическим инсультом. Так, например, при уровне 
9,4% нами был диагностирован ишемический инсульт 
у женщины 58 лет с артериальной гипертензией и сахар-
ным диабетом 2 типа. В то же время у больного Ш. при 
повторном ишемическом инсульте и отсутствии СД уро-
вень ГлГем был 6,3%, тогда как показатели гликемиче
ского профиля варьировали от 8,3 до 5,4 ммоль/л. Со-
гласно соответствию уровня ГлГем среднесуточному 
содержанию гликемии, концентрация ГлГем, равная 
6,3%, соответствует уровню глюкозы крови ≈ 7,8 ммоль/л 
[33]. То есть даже у этого больного с относительно не-
высоким уровнем ГлГем имеется риск развития ишеми-
ческого инсульта по среднему уровню глюкозы крови.

Острая почечная недостаточность (ОПН) — это син-
дром острого нарушения почечных функций, выражаю-
щийся гидремией, гипергидратацией, дисэлектролите-
мией, азотемией, нарушением кислотно-щелочного 
равновесия. Олигоанурическая ОПН встречается в 25% 
случаев, а неолигоанурическая ОПН — в 75%. Первый 
признак ОПН — повышение концентрации азотистых 
компонентов крови. Второй признак ОПН — олигурия 
(наблюдается в 50–70% случаев).

Классификация вариантов ОПН. В 2004 году Acute 
Dialysis Quality Initiative Workgroup (Острая диализная 
квалификационная инициативная рабочая группа) 
предложила многоуровневую классификацию острого 
поражения почек, названную RIFLE (Risk, Injury, 
Failure, Loss of kidney function, and End-stage kidney 
disease) [35].
1.	 Риск (R) — увеличение уровня креатинина в 1,5 раза 

или снижение СКФ на 25% или снижение диуреза 
на 0,5 мл/кг/час при 6-часовом измерении. 

2.	 Повреждение (I) — увеличение уровня креатинина 
сыворотки в 2 раза или снижение СКФ на 50%, или 
уменьшение диуреза на 0,5 мл/кг/час при 12-часо-
вом измерении. 

3.	 Несоответствие (F)  — увеличение уровня креати-
нина сыворотки крови в 3 раза или снижение СКФ 
на 75%, или увеличение уровня креатинина сыво-
ротки более чем 4 мкмоль/л/день, снижение диуре-
за менее 0,3 мл/час при 2-часовом измерении или 
анурии в течение 12 часов. 

4.	 Потеря функции (L) — персистирование или выпа-
дение функции в течение более 4 недель. 

5.	 Терминальная стадия (E) — потеря почечной функ
ции на срок более 3 месяцев.
Повышение уровня ГлГем при ХПН отмечается из-

давна. Первые сообщения об этом появились еще в пер-

вой половине 70-х годов прошлого столетия. Сначала 
этот феномен объясняли наличием часто встречающей-
ся гипергликемии у больных с ХПН на диализе. Затем 
было доказано, что содержание ГлГем повышалось вне 
зависимости от наличия или отсуствия глюкозы в диа-
лизирующем растворе [36]. В то же время у некоторых 
больных с прогрессированием почечной недостаточнос-
ти может наблюдаться резкое снижение ГлГем. До по
следнего времени не было, к сожалению, полноценной 
теории, объясняющей факт изменения ГлГем при ХПН. 
Дело в том, что ГлГем всегда представлялся как показа-
тель длительного гликемического контроля. Следова-
тельно, его значение важно как для оценки гиперглике-
мии, так и гипогликемии. В то же время ГлГем является 
ведущим гликоконъюгатом и поэтому напрямую связан 
с процессами гликирования, оксидативного стресса, сво-
боднорадикального окисления. Доказательством этому 
явилось обнаруженное разными исследователями, а так-
же нами повышение гликированного гемоглобина не 
только у больных сахарным диабетом, но и при заболе-
ваниях, влияющих на него. Также показано, что содер-
жание HbA1c изменяется до и после почечной восста-
новительной терапии и может служить для экспертизы 
нормальной почечной функции [37]. Известно, что гли-
кированная форма гемоглобина HbA1 состоит из трех 
минорных фракций HbA1a, HbA1b и HbA1c в соотно-
шении 1 : 1 : 3. Именно с третьей минорной фракцией 
отождествляют общий гликогемоглобин и обозначают 
его как HbA1c. В то же время установлено, что гликиро-
вание минорной фракции гемоглобина А1а происходит 
в основном за счет фруктозы [38]. То есть повышение 
этого гликогемоглобина у больных с почечной недоста-
точностью подтверждает значение гликирования в ге
незе развития ренальной дисфункции. При этом нема
ловажное значение имеет и  то, какой метод для 
определения гликогемоглобина используется. Для опре
деления фракции А1с лучше всего использовать метод 
изоэлектрического фокусирования, так как при фоку-
сировании изолированно отделяется от основного ге-
моглобина А именно эта минорная фракция, тогда как 
другие фракции не отделяются. В то же время для опре
деления фракции А1а необходимо использовать высо-
коэффективную жидкостную катион-обменную хрома-
тографию под высоким давлением.

Выводы:

1.	 Возникновение ОНМК тесно ассоциировано с гос-
питальным гипергликемическим синдромом. При 
этом уровень гликированного гемоглобина наиболее 
тесно связан с  уровнем постпрандиальной гипер
гликемии в вечерние часы (17 и 21 ч). Параметры 
гипергликемии имеют наибольший удельный вес 
в факторном анализе у больных с цереброваскуляр-
ными заболеваниями в сравнении с реовазографи-
ческими параметрами.
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2.	 Гипергликемия связана с  пульсовым и  минутным 
кровенаполнением мозговых артерий, а  гипергли-
кемия, определяемая по уровню гликированнного 
гемоглобина, в свою очередь, тесно связана с изме-
нением тонуса магистральных артерий и с измене-
нием тонуса артерий мелкого калибра и  степенью 
нарушений венозного оттока. Вариант стационарной 
гипергликемии, включающий гипергликемию по 
высокому уровню HbA1c, является наиболее кли-
нически тяжелым по шкале SSS.
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КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ И ПОЛИСОМНОГРАФИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
ПСИХОФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ ИНСОМНИИ

О.В. ТИХОМИРОВА, Е.В. БУТЫРИНА, Н.Н. ЗЫБИНА, М.Ю. ФРОЛОВА
ФГБУ «Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины имени А. М. Никифорова» 
МЧС России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Результаты работы основаны на обследовании 94 человек с хронической психофизиологической инсом-
нией и 41 человека контрольной группы. Группы обследованных лиц были сопоставимы по возрасту. У пациентов 
с психофизиологической инсомнией характерными изменениями сна оказались снижение общей продолжительности 
и эффективности сна за счет увеличения латентности наступления сна, увеличения времени бодрствования внут-
ри сна. Была проведена стандартизация преаналитического этапа определения основного метаболита мелатони-
на, что позволило установить взаимосвязь нарушения структуры и качества сна со снижением ночного 6-оксиМТ.

Ключевые слова: инсомния, полисомнография, 6-сульфатоксимелатонин, лабораторная диагностика, преана-
литический этап.

CLINICAL LABORATORY AND POLYSOMNOGRAPHIC DIAGNOSTICS 
OF PSYCHOPHYSIOLOGICAL INSOMNIA

O.V. TIKHOMIROVA, E.V. BUTIRINA, N.N. ZIBINA, M.JU. FROLOVA
Federal State Budget Institution “A. M. Nikiphorov All-Russia Center of emergency and radiation 
medicine” Ministry of emergency situations of Russian Federation, Saint-Petersburg, Russia

 Summary. The article presents the results of 94 patients observation, all of them having psychophysiological insomnia, 
and 41 healthy controls. All patients and controls were comparable by age. In patients with insomnia typical changes were 
decrease of general duration and efficacy of sleep and increase of latency of sleep coming, increase of the time of wake inside 
the sleep. The standartization of preanalytic stage of evaluation of  melatonin main metabolite was performed. This gave 
possibility to find the links between structure and quality of sleep and decrease of nocturnal 6-oxymelatonin.

Key words: insomnia, polysomnography, 6-sulphatoxymelatonin, laboratory diagnostics, preanalytic stage.
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Актуальность исследования
Инсомния является одной из главных составляющих 

триады нарушений цикла «сон-бодрствование», вклю-
чающей также гиперсомнию и парасомнию.

Инсомния определяется как повторяющиеся нару-
шения инициации, продолжительности, консолидации 
или качества сна, случающиеся несмотря на наличие 
достаточного количества времени и условий для сна 
и проявляющиеся нарушениями дневной деятельности.

По данным эпидемиологии, инсомния встречается 
у 28–45% популяции и в половине случаев является 
важной проблемой, требующей лечения. При этом 1,5–

3% популяции постоянно и 25–29% эпизодически при-
нимают снотворные препараты [1, 2].

Учитывая распространенность инсомнии в популя-
ции, понятна необходимость ее диагностики. Общепри-
нятые критерии диагностики инсомнии разработаны на 
основе сбора анамнеза и использования специальных 
шкал. Единственным инструментальным методом диа-
гностики является полисомнография, которая приме
няется редко.

Лабораторные методы диагностики используются 
чрезвычайно ограниченно. Это обусловлено недостаточ-



42

Научно-практический журнал «Клинико-лабораторный консилиум» № 4 (47) декабрь 2013

ным количеством сведений о молекулярных механизмах 
нарушений сна, трудностями методического характера, 
отсутствием сведений о диагностической значимости 
лабораторных параметров.

Важнейшую роль в регуляции биоритмов и, в част-
ности, циркадного ритма играет мелатонин [3, 4]. Дан-
ные проводившихся исследований в отношении связи 
между содержанием ночного мелатонина и нарушения-
ми сна противоречивы. Несмотря на общепринятое важ-
ное значение мелатонина в организации сна и наличие 
способов определения мелатонина в крови и его про
изводных в моче, эти лабораторные показатели не ис-
пользуются в  рутинной клинической практике при 
диагностике инсомнии, выборе терапии и контроле эф-
фективности лечения.

Выбор медикаментозного лечения инсомнии опре-
деляется личным опытом врача, так как подходы к диф-
ференцированной терапии, основанной на объективных 
критериях, не разработаны.

Проведение мета-анализа 19 клинических испыта-
ний применения экзогенного мелатонина [5] доказало 
его эффективность в лечении инсомнии. В то же время 
результаты сопоставлений между экскрецией основного 
метаболита мелатонина — 6-сульфатоксимелатонина 
(6-оксиМТ) и  инсомнией противоречивы. В  работе 
Leger D. c соавт. [6] выявлено снижение экскреции 6-ок-
сиМТ в ночной порции мочи у пациентов с инсомнией. 
В других исследованиях [7, 8] никакой зависимости меж-
ду уровнем 6-оксиМТ и наличием инсомнии получено 
не было. Отсутствуют референтные значения для экс-
креции и концентрации 6-оксиМТ.

В связи с вышеперечисленным, представляется ак-
туальным исследование содержания мелатонина и опре
деление его диагностической значимости у лиц с психо-
физиологической инсомнией.

Цель исследования
Обосновать программу диагностики психофизиоло-

гической инсомнии на основании сопоставления резуль-
татов клинических данных, полисомнографических 
исследований и лабораторных показателей.

Материалы и методы исследования
Работа основана на обследовании 94 человек с хро-

нической психофизиологической инсомнией в возрасте 
от 32 до 85 лет. Средний возраст составил 51 ± 13 лет. 
Контрольную группу (n = 41) составили здоровые доб-
ровольцы без субъективных нарушений сна в возрасте 
от 40 до 70 лет (средний возраст составил 46 ± 11 лет). 
Пациенты проходили обследование в клинике ВЦЭРМ 
им. А. М. Никифорова МЧС России в период с 2008 по 
2012 год. Основная и контрольная группы были сопо
ставимы по возрасту. Значимых гендерных различий 
среди пациентов с психофизиологической инсомнией 
в  различных возрастных группах выявлено не было. 
Критериями включения пациента в исследование были: 

согласие больного на использование данных о его болез-
ни в научных исследованиях, наличие жалоб на наруше-
ния сна (нарушения инициации, поддержания, качества 
сна). Критериями исключения являлись значимые на-
рушения дыхания во сне (индекс апноэ/ гипопноэ более 
5), наличие периодических движений конечностями 
с индексом более 6 в час, обострения хронических забо-
леваний, наличие в анамнезе психического заболевания.

Обследование включало в себя:
1.	 Сбор анамнеза.
2.	 Анкетирование.
	 Анкета балльной оценки субъективных характеристик 

сна, анкета «скрининга апноэ во сне», шкала дневной 
сонливости Epworth, госпитальная шкала тревоги 
и депрессии (HADS).

3.	 Полисомнографическое исследование.
	 Проводили на приборе фирмы «NicoletOne» по стан-

дартной методике. Регистрировали 6 каналов элект-
роэнцефалограммы, окулограмму, подбородочную 
электромиограмму, ЭКГ. Фиксировались также оро-
назальный поток, дыхательные движения грудной 
и  брюшной стенок, сатурация крови, шум дыхания. 
Параллельно в течение всей записи ночного сна (8 ча-
сов) проводилось видеомониторирование. Оценку фаз 
сна проводили по стандартной методике [9] с моди-
фикацией: согласно международной классификации 
расстройств сна, переизданной в 2005 г., 3 и 4 стадии 
NREM сна объединены в одну — дельта-сон.

	 По данным полисомнографии оценивали латентность 
наступления устойчивого сна (LPS), общую продол-
жительность сна (TST) и его эффективность, время 
бодрствования внутри сна (WDS), длительность 
и процентное содержание отдельных фаз сна, общее 
количество активаций и их индекс (количество в час 
сна), индекс периодического движения конечностями 
и индекс апноэ/гипопноэ (количество эпизодов на-
рушения дыхания в час сна).

4.	 Лабораторная диагностика.
	 Лабораторное обследование включало: определение 

основного метаболита мелатонина — 6-сульфатокси-
мелатонина (6-оксиМТ) в дневной и ночной порциях 
мочи.

	 Материалом для исследования содержания 6-суль-
фатоксимелатонина служила моча обследованных 
лиц. К ночной порции мочи относили мочу, собранную 
во время ночных пробуждений, и утреннюю порцию 
мочи, к  дневной порции  — все остальные порции 
мочи. 6-оксиМТ определяли методом твердофазного 
иммуноферментного анализа, ELISA (Buhlmann 
Laboratories AG, Швейцария). Результаты для кон-
центрации 6-оксиМТ выражены в нг/мл, для ночной 
экскреции 6-оксиМТ в  мкг/ночь, для дневной экс-
креции 6-оксиМТ в мкг/день, для суточной экскреции 
6-оксиМТ в мкг/24 ч.

Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользованием пакета прикладных программ «Statistica 8.0».
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Результаты исследования
Сопоставление субъективных характеристик сна вы-

явило достоверное нарушение всех исследуемых показате-
лей в основной группе по сравнению с контролем (табл. 1).

В основной группе отмечалось значимое ухудшение 
субъективных характеристик сна и снижение дневной 
активности за счет увеличения дневной сонливости.

Хронические стрессовые ситуации и тревожно-де-
прессивные расстройства являются основной причиной 
развития психофизиологической инсомнии.

Сопоставление данных по уровню тревоги и депрес-
сии в основной группе по сравнению с контролем вы-
явило достоверно значимое увеличение уровня тревоги 
и депрессии у пациентов с психофизиологической ин-
сомнией (табл. 2).

Сопоставление объективных характеристик сна, 
полученных при полисомнографии, выявило досто-
верное нарушение большинства исследуемых показа-
телей в основной группе по сравнению с контролем 
(табл. 3).

Таблица 1. Сравнение показателей субъективных характеристик сна в основной и контрольной группах

Показатель

Группа

РКонтроль, n = 41 Основная, n = 94

M SD M SD

Анкета субъективных характеристик сна, балл 22,6 2,4 16,7 3,4 < 0,001

Эпвортская шкала, балл 6,0 4,5 7,5 3,8 < 0,05

Таблица 2. Сравнительная характеристика между контролем и основной группой по уровню тревоги и депрессии

Показатель

Группа

РКонтроль, n = 41 Основная, n = 94

M SD M SD

Госпитальная шкала, балл:

Тревога 5,2 3,9 9,3 3,9 < 0,001

Депрессия 3,5 3,1 6,7 3,3 < 0,001

Таблица 3. Сравнительная оценка объективных характеристик сна между контролем и основной группой

Показатель

Группа

РКонтроль, n = 41 Основная, n = 94

M SD M SD

TST, мин 422,3 47,4 347,9 83,6 < 0,001

TST/TIB ∙ 100,% 87,7 6,2 75,5 13,0 < 0,001

LPS, мин 15,3 12,4 46,5 54,3 < 0,001

WDS, мин 39,4 25,9 79,4 46,2 < 0,001

Стадия сна,%

I,% 3,4 2,8 9,6 9,8 < 0,001

II,% 57,0 7,7 59,2 10,5 —

Дельта сон,% 18,8 5,8 16,9 9,0 —

БДГ,% 20,6 5,6 15,5 6,8 < 0,001

Количество пробуждений 15,7 8,1 20,2 8,6 < 0,05

Индекс активаций 4,3 3,5 6,5 4,5 < 0,05
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У пациентов с психофизиологической инсомнией 
характерными изменениями сна оказались снижение 
общей продолжительности и эффективности сна за счет 
увеличения латентности наступления сна, увеличения 
времени бодрствования внутри сна, снижения процен-
тного содержания БДГ.

У пациентов основной группы было проведено со-
поставление субъективных и объективных характерис-
тик сна в зависимости от возраста. С этой целью па
циенты были разделены по возрастам на две группы. 
В первую группу вошли пациенты в возрасте от 22 до 
54 лет, во вторую группу вошли пациенты в возрасте от 
55 до 85 лет. Достоверные различия были получены 
только по эффективности сна (р < 0,01) и по времени 
бодрствования внутри сна (р < 0,01). Эффективность 
сна достоверно ниже, а время бодрствования внутри сна 
больше были в возрастной группе 55–80 лет.

Результаты проведенного корреляционного анали-
за показали, что уровень тревоги преимущественно 
влияет на процессы инициации сна (r = 0,24, p < 0,05), 
а депрессия — на процессы поддержания сна (r = –0,25, 
p < 0,05). Субъективная оценка качества сна отражает 
только общее время сна (r = 0,349, p < 0,05) и латент-
ность наступления сна (r = –0,288, p < 0,05) и являет-
ся не информативной для оценки времени бодрство-
вания внутри сна и соотношения длительности фаз 
и стадий сна, что доказывает необходимость совмест-
ного использования анкетирования и полисомногра-
фии для диагностики психофизиологической инсом-
нии.

При лабораторной диагностике психофизиологиче
ской инсомнии основное внимание уделялось оценке 
содержания 6-оксиМТ в  дневной и  ночной порциях 
мочи.

Учитывая выраженную зависимость синтеза мела-
тонина от времени суток, принято оценивать концент-
рацию или экскрецию 6-сульфатоксимелатонина отде-
льно в ночной и дневной порциях мочи.

Анализ исследований, посвященных изучению син-
теза мелатонина у пациентов с инсомнией, показал от-
сутствие стандартизации времени сбора ночной и днев-
ной порций мочи. Мы предложили вариант преана- 
литического этапа. Особенностью предложенного нами 
способа сбора мочи являлось отнесение к ночной порции 
всех порций мочи во время сна и первой утренней порции 
мочи, а к дневной — всех остальных порций, вне зависи-
мости от времени, в отличие от ранее предлагаемых спо-
собов, включавших вечернюю мочу (с 20:00 или с 22:00) 
в ночную порцию.

Было проведено сопоставление исследуемых лабо-
раторных показателей (определение основного метабо-
лита мелатонина — 6-сульфатоксимелатонина (6-ок-
сиМТ) в дневной и ночной порциях мочи) у пациентов 
с  психофизиологической инсомнией и  контрольной 
группой.

В связи с тем, что распределение показателей 6-ок-
сиМТ как в основной, так и в контрольной группе от-
личается от нормального, сравнение показателей про-
водилось с  помощью критерия Манна–Уитни и 
2-стороннего точного критерия Фишера (табл. 4).

Таблица 4. Сравнительная характеристика показателей 6-оксиМТ у пациентов 
	       с психофизиологической инсомнией и контрольной группы

Показатель

Группа
Р  

(Манн– 
Уитни)

Контроль, n = 41 Основная, n = 39

Медиана m Медиана m

Концентрация 6-оксиМТ в моче, ночь (нг/мл) 20,9 3,4 17,2 2,4 < 0,05

Концентрация 6-оксиМТ в моче, день (нг/мл) 6,5 1,4 6,9 2,3 —

Отношение концентрации 6-оксиМТ 
в моче ночь/день

3,2 2,9 2,4 0,6 —

Экскреция 6-оксиМТ, ночь (мкг/ночь) 10,9 2,5 7,0 1,4 —

Экскреция 6-оксиМТ, день (мкг/день) 5,8 1,4 5,9 4,6 —

Отношение экскреции 6-оксиМТ ночь/день 1,6 0,7 1,0 0,5 —

Суточная экскреция 6-оксиМТ (мкг/24 часа) 21,2 2,9 12,2 2,9 < 0,05

Примечание: m — стандартная ошибка.
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Из представленной таблицы видно, что концентра-
ция ночного мелатонина и экскреция мелатонина суточ-
ной мочи значимо меньше в основной группе.

Полученные данные свидетельствуют о сниженном 
синтезе ночного мелатонина у пациентов с инсомнией. 
Референтные значения экскреции и концентрации 6-ок-
сиМТ не определены в связи с отсутствием стандарти-
зации определения данного метаболита в моче при ин-
сомнии.

В нашем исследовании диапазон колебаний экс
креции 6-оксиМТ в  основной группе составил 1,4–
33,4 мкг/ ночь, в контроле 1,6–79,4 мкг/ночь. Обращал 
на себя внимание факт значительных индивидуальных 
колебаний ночной экскреции 6-оксиМТ как в основной 
группе, так и в группе контроля. Анализ значений экс-
креции 6-оксиМТ в ночной порции мочи показывает, 
что как в основной, так и в контрольной группе распре-
деление отличается от нормального (рис. 1).

Такой разброс значений затрудняет определение ре-
ферентного интервала.

В качестве предварительных данных мы считали 
сниженными значения 6-окси МТ, соответствующие 1-й 
квартили контрольной группы. Результаты исследова-
ния показывают, что низкая ночная экскреция мелато-
нина (до 5,8 мкг) и низкая концентрация ночного 6-окси 
МТ (до 13,5 нг/мл), соответствующие 1-й квартили кон-
трольной группы, встречаются у пациентов с инсомнией 
значительной чаще (р < 0,01). При этом показатель кон-
центрации и соотношение ночной экскреции к дневной 
имеет бόльшую диагностическую значимость, чем пока-
затель ночной экскреции (табл. 5).

Таким образом, для пациентов с хронической инсом-
нией важное диагностическое значение имеет определе-
ние концентрации и экскреции 6-оксиМТ в ночной пор-
ции мочи, а  также отношения экскреции ночного 
к экскреции дневного 6-оксиМТ. Результат будет зави-
сеть от времени сбора мочи, в связи с чем стандартизация 
преаналитического этапа обязательна.

Для определения возможной связи эмоционально-
волевых нарушений с уровнем мелатонина нами был 
проведен анализ содержания 6-оксиМТ у  пациентов 

Рис. 1. Распределение пациентов основной и контрольной групп 
в зависимости от экскреции 6-оксиМТ в ночной порции мочи
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Таблица 5. Распределение пациентов с инсомнией в зависимости от показателей 6-оксиМТ 
	       в моче по квартилям контрольной группы

Квартиль

Концентрация ночного  
6-оксиМТ (нг/мл)

Экскреция ночного  
6-оксиМТ (мкг)

Отношение экскреции ночного 
к экскреции дневного  

6-оксиМТ

Значение 
в группе  
контроля

Количество 
пациентов  

с инсомнией (%)

Значение 
в группе 
контроля

Количество 
пациентов 

с инсомнией (%)

Значение 
в группе 
контроля

Количество 
пациентов 

с инсомнией (%)

Q1 13,5 44 *** 5,8 35 0,72 43 ∆∆∆

Q2 20,9 15 10,9 24 1,58 13

Q3 38,6 31 21,3 27 3,18 22

Q4 88,7 10 79,4 14 20,1 22

Примечание:  ***  — (р < 0,001) — достоверность различий между частотой снижения экскреции и концентрации ночного 6-оксиМТ; 
	       ∆∆∆ — (р < 0,001) — достоверность различий между частотой снижения экскреции и отношения экскреции ночного 6-оксиМТ
	       к дневному.
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с клинически значимой тревогой и депрессией. Значи-
мых связей выраженности тревоги со значениями 6-ок-
сиМТ в моче выявлено не было.

У пациентов с инсомнией в сочетании с клинически 
значимой депрессией было выявлено значимое сниже-
ние уровня концентрации 6-оксиМТ в ночной порции 
мочи по сравнению с контрольной группой и значимое 
снижение отношения концентрации ночного 6-оксиМТ 
к концентрации дневного 6-оксиМТ по сравнению с кон-
трольной группой и группой пациентов с инсомнией без 
признаков депрессии (рис. 2).

Для выявления зависимости между исследуемыми 
лабораторными показателями и параметрами сна был 
проведен корреляционный анализ. Выявлено, что сни-
жение экскреции 6-оксиМТ в ночной порции мочи кор-
релирует со снижением продолжительности глубокого 
дельта сна (r = 0,44, p < 0,05) и БДГ сна (r = 0,34 p < 0,05).

Обсуждение результатов
В задачи нашего исследования входил анализ имею

щихся лабораторных методов определения эндогенного 
мелатонина, выявление причин крайне редкого исполь-
зования этих показателей в клинической практике, вы-
боре оптимального метода, стандартизации его прове-

дения и оценке клинической значимости предложенных 
лабораторных параметров в диагностике инсомнии.

Вследствие выраженных почасовых колебаний 
уровня мелатонина в крови и быстрого распада мелато-
нина (период полувыведения не более 50 мин), объек-
тивная оценка содержания мелатонина возможна толь-
ко при постановке катетера и многократном в течение 
суток заборе крови, что не может быть рекомендовано 
для широкого применения в клинической практике. 
В связи с этим наиболее широко в настоящее время при-
меняется оценка содержания основного метаболита 
мелатонина — 6-сульфатоксимелатонина в моче. Учи-
тывая выраженную зависимость синтеза мелатонина от 
времени суток, принято оценивать концентрацию или 
экскрецию 6-сульфатоксимелатонина отдельно в ноч-
ной и дневной порциях мочи. Анализ исследований, 
посвященных изучению синтеза мелатонина у пациен-
тов с инсомнией, показал отсутствие стандартизации 
времени сбора ночной и дневной порций мочи. Так, в ис-
следованиях Lushington с соавт. [7, 8] ночную и дневную 
порции мочи собирали в периоды 20.00–08.00 и 08.00–
20.00 соответственно. В результате исследований не 
было получено никаких различий между экскрецией 
6-сульфатоксимелатонина у пациентов с инсомнией 
и контрольной группой. В противоположность этому, 
в работе Leger D. с соавт. [6], в которой представлены 
результаты обследования 517 пациентов с инсомнией 
в возрасте старшее 55 лет, было выявлено значимое сни-
жение экскреции 6-сульфатоксимелатонина в ночной 
порции мочи у пациентов с инсомнией по сравнению 
с контролем — 9,0 (8,3) и 18,1 (12,7) мкг за ночь соот-
ветственно, (p < 0,05), при этом сбор ночной и дневной 
порций мочи осуществлялся в  периоды 22.00–10.00 
и 10.00–22.00. В проведенном нами исследовании так-
же получены результаты, подтверждающие снижение 
синтеза ночного мелатонина у пациентов с инсомнией. 
Особенностью предложенного нами способа сбора мочи 
являлось отнесение к ночной порции всех порций мочи 
во время сна и утренней порции мочи, а к дневной пор-
ции мочи — всех остальных порций вне зависимости от 
времени. Такой подход мы считает принципиальным, 
так как в этом случае в ночную порцию мочи не может 
попасть часть мочи, собранная перед сном и отражающая 
секрецию мелатонина во второй половине дня. Данную 
модификацию преаналитического этапа метода мы 
предложили, основываясь на результатах Hajakс и соавт. 
[14], которые при исследовании содержания плазмен-
ного мелатонина с интервалом в 1 час у пациентов с ин-
сомнией и здоровых испытуемых показали, что у паци-
ентов с  инсомнией пиковое значение мелатонина 
отмечается рано вечером, а у здоровых испытуемых в се-
редине ночи. Таким образом, значимым для инсомнии 
было не только снижение пикового значения синтеза 
мелатонина, но и выраженный сдвиг этого пика с ноч-
ного на вечернее время. Следовательно, при сборе ноч-
ной порции мочи с 20.00 появляется риск получения 

Рис. 2. Сопоставление показателей у пациентов  
с психофизиологической инсомнией на фоне депрессии  

с пациентами без депрессии и с контрольной группой  
по уровню концентрации 6-оксиМТ в ночной и дневной 

порциях мочи (* достоверность различий с контрольной группой, 
р < 0,05; ∆∆ достоверность различий с группой пациентов 

с инсомнией без депрессии, р < 0,01)
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гии с инсомнией при использовании перечисленных 
выше препаратов диагностика экскреции 6-оксиМТ при-
обретает добавочное значение, так как известно, что 
снижение синтеза мелатонина не только связано с раз-
витием инсомнии, но и ассоциировано с риском развития 
сахарного диабета и артериальной гипертензии [6]. Диа-
гностика снижения 6-оксиМТ у этих пациентов и назна-
чение мелатонина в случае его снижения будут иметь 
значение для лечения как инсомнии, так и кардиоваску-
лярного заболевания.

Полученные результаты инструментально-лабора-
торного обследования позволяют считать снижение экс-
креции и  концентрации 6-оксиМТ в  ночной порции 
мочи важным дополнительным критерием, позволяю-
щим выделить вариант развития психофизиологической 
инсомнии.

Выводы
Субъективная оценка качества сна отражает только 

общее время сна (r = 0,35; p < 0,05) и латентность на-
ступления сна (r = –0,29; p < 0,05) и является неинфор-
мативной для оценки времени бодрствования внутри 
сна и соотношения длительности фаз сна. Для пациентов 
с психофизиологической инсомнией характерным яв-
ляется повышение уровня тревоги (57%) и депрессии 
(40%). Уровень тревоги преимущественно влияет на 
процессы инициации сна (r = 0,24; p < 0,05), а уровень 
депрессии на процессы поддержания сна (r  = –0,25; 
p < 0,05).

При проведении лабораторного исследования у па-
циентов с психофизиологической инсомнией необходи-
мо относить к ночной порции мочу, собранную во время 
ночных пробуждений, и утреннюю порцию мочи. Ори-
ентировочным показателем сниженного синтеза ночно-
го мелатонина следует считать снижение экскреции 
6-оксиМТ ниже 5,8 мкг, снижение концентрации 6-окси 
МТ в ночной порции мочи ниже 13,5 нг/мл, снижение 
значения отношения экскреции ночного к экскреции 
дневного 6-оксиМТ ниже 0,72.

Снижение ночного 6-оксиМТ связано с нарушением 
структуры и качества сна. Это проявляется в виде уве-
личения I фазы сна, снижения продолжительности дельта-
сна (r = 0,44, p <  0,05) и БДГ сна (r = 0,34, p <  0,05).
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нормальных показателей экскреции ночного мелатони-
на у пациентов с инсомнией за счет вечернего пика, что 
могло быть одной из причин отсутствия различий меж-
ду пациентами с инсомнией и здоровым контролем в ис-
следованиях Lushington с соавт. [6, 7]. В нашей работе 
получены данные, доказывающие наличие связи между 
синтезом ночного мелатонина и характеристиками сна. 
Данный результат в значительной степени может быть 
связан с изменением преаналитического этапа сбора 
мочи, предложенного нами.

Сложность в интерпретации полученных данных по 
экскреции мелатонина у пациентов с инсомнией связа-
на также с большим разбросом индивидуальных значе-
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ные индивидуальные колебания экскреции 6-оксиМТ 
у  пациентов с  инсомнией (от  1,4 до 33,4 мкг/ночь) 
и  у  здоровых испытуемых (от  1,6 до 79,4 мкг/ночь), 
а также значимые отличия распределения от нормаль-
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УСОВЕРШЕНСТВОВАННЫЙ МЕТОД ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК ЧЕЛОВЕКА 
ИЗ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБРАЗЦОВ, СОДЕРЖАЩИХ МАЛОЕ КОЛИЧЕСТВО 
ГЕНЕТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА, С ПОМОЩЬЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ DNA IQ (PROMEGA)
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Резюме. Проведены исследование влияния различных температурных воздействий и оценка оптимальных 
условий деструкции клеточных структур на качество препаратов ДНК при инкубации биологических объектов 
в присутствии высоких концентраций катионов гуанидиния. Заметный гидролиз высокомолекулярной ДНК проис-
ходил после 30-минутной инкубации при температуре +60 °C. При температурах +90...+100 °C следов высокомо-
лекулярной ДНК практически не остается. Оптимальный температурный диапазон инкубации без заметной де-
полимеризации препаратов ДНК лежит в пределах +30...+40 °C.

Ключевые слова: выделение ДНК, деградация ДНК, спектрофотометрия, электрофорез ДНК, ПЦР «в реальном 
времени».

OPTIMIZATION OF HUMAN DNA ISOLATION FROM BIOLOGICAL SAMPLES 
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Summary.  The effect of different temperature conditions on the qualitative characteristics of DNA preparations has 
been studied. Optimal conditions for destruction of cellular structures at incubation of biological samples in the presence of 
high concentrations of guanidine cations have been estimated. It was observed that 30 min incubation at 60 °C caused 
considerable hydrolysis of high-molecular weight DNA. After incubation at 90–100 °C, little traces of high-molecular weight 
DNA were found. Optimal temperature diapason, at which no considerable depolymerization of DNA preparations took place, 
was found to lie within the range of 30–40 °C.
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Введение

Высокая токсичность и сложность утилизации ре-
агентов отрицательно сказались на популярности фе-
нол-органической экстракции ДНК, и  в  настоящее 
время в большинстве лабораторий она заменена други-
ми методами, такими как нуклеосорбция с помощью 
диоксида кремния (силики) [1], реализованными в боль
шинстве коммерческих наборов. Одним из таких набо-
ров реагентов является система для выделения ДНК 
«DNA IQ™» (производства фирмы «Promega»), при 
помощи которой можно получить высокоочищенные 
препараты ДНК. Экстракция включает в себя лизис 
клеток хаотропными компонентами набора с после
дующим связыванием ДНК сорбентом на основе крем-
незема (silica matrix), связанным с магнитными час- 
тицами и обладающим высокой аффинностью к 
нуклеиновым кислотам. Липиды и  белки, имеющие 
умеренное сродство к силике, легко удаляются в про-
цессе последовательных промывок. Процедура выде-
ления состоит из нескольких этапов, одним из которых 
является высокотемпературная инкубация (в течение 
30 мин при +70 °C) биологического материала для дез
интеграции клеточных структур, растворения липидов 
и денатурации белков.

Нуклеиновые кислоты являются трудным для рабо-
ты материалом. Они чувствительны к  расщеплению 
ферментами-нуклеазами, не терпят экстремальных зна-
чений рН и температуры. При этом, согласно нашему 
экспертному опыту, работа со сверхмалым количеством 
биологического материала (например, пятнышко крови 
диаметром в доли миллиметра, отпечаток пальца и т.  п.) 
всегда сопряжена с риском значительных потерь ДНК, 
либо деградацией полинуклеотидных цепей в результа-
те гидролиза фосфодиэфирных связей во время проце-
дуры экстракции.

Несмотря на то, что молекулы ДНК в клетках чело-
века большую часть времени имеют определенный фик-
сированный размер, каким бы способом они не выделя-
лись, экстракты ДНК представляют собой смеси 
полимеров различного молекулярного веса вследствие 
гидродинамических разрушений в процессе выделения, 
а также вследствие сопутствующего выделению распада, 
ферментативного или неферментативного.

Учитывая, что скорость гидролиза фосфодиэфирных 
связей ДНК имеет прямую зависимость от температуры, 
целью настоящей работы явилось исследование влияния 
различных температурных воздействий на качество по-
лучаемых препаратов ДНК, а также выбор оптимальных 
условий деструкции клеточных структур при инкубации 
биологических объектов в  присутствии хаотропных 
агентов. Задачи исследования: оценка влияния различ-
ных температурных воздействий на степень деградации 
ДНК человека, а также отработка оптимальных условий 
выделения ДНК в присутствии высоких концентраций 
(6 М) гуанидин тиоцианата.

Материалы и методы

В качестве генетического материала использовали 
стандартную ДНК К562 (Promega) в концентрациях 0,5 40 
и 50 нг/мкл, а также буккальный эпителий и кровь 24 
добровольцев. Забор слюны и крови осуществляли нато-
щак. Для консервации крови, предотвращения ее сверты-
вания и улучшения осаждения лейкоцитов в кровь при 
взятии добавляли антикоагулянт цитрат натрия (3,8%-й 
раствор в соотношении 1 : 9). Удаление эритроцитов из 
цельной крови осуществляли путем их гемолиза 40-крат-
ным объемом дистиллированной воды, перемешивали 
30–40 секунд, после чего восстанавливали осмотическое 
давление, приливая соответствующее количество 10-крат-
ного концентрата забуференного физиологического рас
твора (9 частей 1,5 М NaCl и 1 часть 1,5 М фосфатного 
буфера. 1,5 М NaCl: 87,7 г NaCl в 1 л раствора; 1,5 М фо
сфатный буфер: 29,6 мл раствора КН2РО4 (90,73 г/л) 
смешивали с  70,4 мл раствора Na2HPO4х2H20 
(118,7 г/л)). Лейкоциты осаждали центрифугированием 
при 3000 об/мин в течение 10 минут с помощью центри-
фуги Eppendorf 5702 (ротор F-35–30–17). Гемолиз с ис-
пользованием дистиллированной воды был выбран, по
скольку предполагает менее длительное воздействие на 
клетки и практически мгновенное полное снятие гипото-
нического воздействия путем прибавления 10-кратного 
концентрата физиологического раствора [2].

Выделение ДНК осуществляли согласно стандарт-
ному протоколу [3], при различных температурах и сро-
ках инкубации в лизирующем буфере. Температурную 
инкубацию осуществляли в термошейкере Thermomixer 
compact (Eppendorf) при 900 об/мин.

Качественную и количественную оценку препаратов 
ДНК проводили с использованием методов УФ-спект-
рофотометрии, электрофореза в геле агарозы и ПЦР 
«в реальном времени».

Спектрофотометрический анализ препаратов ДНК 
проводили с  помощью прибора «NanoDrop 1000» 
(Thermo Scientific).

Горизонтальный электрофорез молекул ДНК про-
водили в 1% геле агарозы с использованием ТВЕ-буфе-
ра (89 мМ триса (2-амино-2-гидроксиметил-пропан-1,3-
диол), 89 мМ борной кислоты, 2 мМ ЭДТА) в течение 
40 минут при напряженности электрического поля 
7 В/см. Визуализацию агарозного геля с разделенными 
фрагментами ДНК, ассоциированными с бромистым 
этидием, проводили в проходящих ультрафиолетовых 
лучах с помощью системы видеоизображения ChemiDoc 
XRS System (Bio-Rad).

ПЦР «в реальном времени» проводили с помощью 
набора реагентов «aXY-Детект», основанного на коли-
чественной оценке фрагментов генов β-актина и амело-
генина (производства «Синтол») с использованием тер-
моциклера iCycler iQ5 (Bio-Rad) [4].

Статистическую обработку экспериментальных дан-
ных проводили с использованием программы STADIA 
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[5]. О достоверности отличий показателей судили по 
величине t-критерия Стьюдента для прямых разностей 
сопряженных данных [6]. Статистически достоверными 
считали отличия, соответствующие оценке ошибки ве-
роятности р < 0,05. Наличие линейной корреляции меж-
ду признаками оценивали с использованием коэффици-
ентов корреляции, достоверность которых проверяли 
с помощью t-критерия Стьюдента.

Полученные результаты и их обсуждение
Первым этапом нашего исследования было изучение 

влияния температуры на стабильность препаратов ДНК. 
Для этого нами была проведена инкубация восьми пре-
паратов ДНК К562 (в пяти параллелях) в деионизован-
ной воде в течение 30 минут в температурном диапазоне 
от 30 до 100 °C с интервалом 10 °C. После инкубации 
препараты ДНК оставляли при температуре 20–22 °C 
на 30 минут перед проведением электрофореза. Резуль-
таты эксперимента представлены на рисунке 1.

(+70 °C) и при +37 °C. Инкубацию проводили в течение 
30 минут в  250 мкл лизирующем буфере DNA IQ™ 
(Promega) с добавлением 3 мкл 1 М ДТТ и 7 мкл проте-
иназы К (10 мг/мкл).

При сравнении результатов электрофореза в геле 
агарозы препаратов суммарной ДНК видно, что темпе-
ратура инкубации в лизирующем буфере, равная +37 °C, 
является наиболее оптимальной для экстракции высо-
комолекулярной ДНК как из клеток буккального эпи-
телия, так и из лейкоцитов крови (рис. 2).

Рис. 1. Результаты электрофореза суммарной фракции нуклеиновых 
кислот К562 (50 нг/мкл) в 1%-м геле агарозы

Цифры от 30 до 100 обозначают температуру в Цельсиях, при которой 
происходила инкубация водных растворов ДНК К562. В районе между 
полосами 21226 и 5148 отчетливо видна фракция митохондриальной 
ДНК (мтДНК) размером 16569 нуклеотидных пар. 
Молекулярный размер полос размерного стандарта (ДНК фага λ, обра-
ботанной рестриктазами EcoRI и HindIII): 21226 н.  п. (нуклеотидных 
пар), 5148 н.  п., 4268 н.  п., 3530 н.  п., 2027 н.  п. и 1904 н.  п. (визуализи-
руются как одна полоса в геле), 1584 н.  п. и 1375 н.  п. (визуализируются 
как одна полоса в геле), 947 н.  п., 831 н.  п.

Из рисунка 1 видно, что заметная деполимеризация 
высокомолекулярной ДНК происходила уже при темпе-
ратуре +60 °C. А при температурах +90...+100 °C следов 
высокомолекулярной ДНК практически не оставалось. 
Оптимальный температурный диапазон инкубации без 
заметной деполимеризации препарата ДНК лежал в пре-
делах +30...+40 °C. Полученные данные позволили нам 
установить оптимальную температуру инкубации высо-
комолекулярной ДНК в +30...+40-градусном интервале.

Для качественной оценки различных температурных 
условий сравнивали препараты ДНК, выделенные из 
буккального эпителия и лейкоцитов крови при рекомен-
дованной производителем температуре инкубации 

Рис. 2. Сравнительные результаты гель-электрофореза  
препаратов ДНК, выделенных из лейкоцитов крови

Препараты ДНК выделены из лейкоцитов крови после 30-минутной 
инкубации в лизирующем буфере DNA IQ™ при температурах +37 °C 
и +70 °C. Цифры от 9‑37‑12‑37 и 9‑70‑12‑70 обозначают номера био-
логических образцов и температуру их инкубации.
Молекулярный размер полос размерного стандарта (ДНК фага λ, обра-
ботанная рестриктазами EcoRI и HindIII): 21226 н.  п. (нуклеотидных 
пар), 5148 н.  п., 4268 н.  п., 3530 н.  п., 2027 н.  п. и 1904 н.  п. (визуализи-
руются как одна полоса в геле), 1584 н.  п. и 1375 н.  п. (визуализируются 
как одна полоса в геле), 947 н.  п., 831 н.  п.

Рисунок 2 отражает уменьшение подвижности ми-
тохондриальной ДНК в связи с переходом ее суперспи-
ральных кольцевых молекул в релаксированную форму 
под действием нагревания до 70 °С (за счет разрушения 
внутримолекулярных слабых взаимодействий, либо за 
счет однонитевых разрывов ковалентно замкнутых мо-
лекул мтДНК [7]). Релаксированная и суперспиральная 
формы мтДНК имеют одинаковую молекулярную мас-
су, но разный объем, вследствие этого за счет более ком-
пактной формы [8] суперспиральные молекулы мтДНК 
(инкубация при 37 °С) в агарозном геле будут обладать 
большей подвижностью (за счет меньшего сопротивле-
ния волокон агарозы) по сравнению с релаксированны-
ми мтДНК (инкубация при 70 °С).

В то же время спектрофотометрический анализ оп-
тической плотности (λ = 260 нм) растворов нуклеиновых 
кислот (всего было исследовано 20 препаратов ДНК), 
экстрагированных из клеток буккального эпителия, по-
казал следующие результаты (табл. 1).

Исходя только из результатов спектрофотометри-
ческой количественной оценки, может показаться, что 
при +70-градусной инкубации в лизирующем буфере 
ДНК экстрагируется примерно на 40% больше. Однако 
такие результаты не являются следствием лучшей экс-
тракции ДНК (о чем можно судить по результатам гель-
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электрофореза), а с оптическими свойствами оснований 
в составе полинуклеотидных цепочек. Пуриновые и пи-
римидиновые основания обладают максимумом погло-
щения при 260 нм. Вхождение нуклеотидов в состав 

Таблица 3. Количественные характеристики водных растворов ДНК К562 (0,5 нг/мкл) 
	       после 30-минутной температурной инкубации (по результатам 5 независимых измерений)

Температура 
инкубации

β-актин X-хромосома

Концентрация ДНК,  
измеренная  

после инкубации, нг/мкл

Парный критерий  
Стьюдента

Концентрация ДНК,  
измеренная  

после инкубации, нг/мкл

Парный критерий 
Стьюдента

37 °C 0,263 ± 0,030
t = 16,03

p = 0,00049

0,304 ± 0,038
t = 15,98

p = 0,0005
70 °C 0,0844 ± 0,033 0,065 ± 0,019

Таблица 1. Спектрофотометрические показатели препаратов ДНК клеток буккального эпителия,  
	       растворенной в TE-буфере (по результатам 10 независимых измерений)

Температура  
30-минутной  
инкубации  

в лизис-буфере

Оптическая плотность 
при 260 нм (A260)

A260/A280

Концентрация 
(нг/мкл)

(С =  A260 / 0,020)

Парный критерий 
Стьюдента

37 °C 0,283 ± 0,0425 1,80 ± 0,152 14,16 ± 2,159
t = 5,044,  
p = 0,007

70 °C 0,395 ± 0,0725 1,75 ± 0,080 19,78 ± 3,588

Таблица 2. Спектрофотометрические показатели водных растворов ДНК К562 (40 нг/мкл)  
	       после 30-минутной температурной инкубации (по результатам 5 независимых измерений)

Температура
Оптическая плотность 

при 260 нм (A260)
A260/A280

Концентрация 
(С= A260/0,020),

 измеренная  
через 15 минут после 

окончания эксперимента

Статистика Стьюдента 
(концентрации ДНК  

по отношению к значениям,  
полученным после  

25-градусной инкубации)

25 °C 0,810 ± 0,004 1,89 ± 0,020 40,5 ± 0,20 —

37 °C 0,811 ± 0,018 1,91 ± 0,038 40,6 ± 0,91 t = 0,241, p = 0,810

56 °C 1,015 ± 0,018 1,90 ± 0,051 50,7 ± 0,89 t = 27,52, p = 2,21 × 10–6

65 °C 1,015 ± 0,011 1,94 ± 0,046 52,5 ± 0,51 t = 48,91, p = 2,29 × 10–6

70 °C 1,045 ± 0,010 1,94 ± 0,030 52,3 ± 0,47 t = 51,77, p = 2,17 × 10–6

Примечание: концентрация ДНК К562 была нормализована непосредственно перед началом эксперимента.

нуклеиновых кислот не изменяет положение максимума, 
но значительно снижает интенсивность поглощения 
(примерно на 40%) — так называемый гипохромный эф-
фект [9]. При нарушении упорядоченной двухспираль-



53

Научно-практический журнал «Клинико-лабораторный консилиум» № 4 (47) декабрь 2013

ной конформации ДНК вследствие денатурации и гид-
ролиза будет наблюдаться, наоборот, увеличение 
оптической плотности при 260 нм (т.  н. гиперхромный 
эффект).

Ниже приведены спектрофотометрические показа-
тели водных растворов коммерческого препарата ДНК 
человека — К562 (Promega), с концентрацией 40 нг/мкл 
после 30-минутной инкубации при различных темпера-
турах (табл. 2).

Экспериментальному исследованию подвергались 
25 препаратов ДНК (каждому режиму инкубации соот-
ветствовали 5 препаратов ДНК). Из таблицы 2 видно, 
что инкубация ДНК при температурах выше 56 °C при-
водит к увеличению оптической плотности почти на 
30%. Таким образом, оценка количества ДНК в экстрак
тах только с помощью спектрофотометрического метода 
может ввести исследователя в заблуждение.

Далее мы исследовали эффект влияния температуры 
инкубации на количественный выход активной ДНК-
матрицы из образцов с концентрацией ДНК 0,5 нг/мкл, 
как аналогов сложных образцов в судебно-медицинской 
и криминалистической практике, содержащих крайне 
малые количества ДНК (например, из отпечатков паль-
цев). Экспериментальному исследованию подвергались 
10 препаратов ДНК (по 5 параллелей для каждого ре-
жима инкубации). Мы оценили количество ДНК с по-
мощью ПЦР «в реальном времени» после инкубации 
при температурах +37 °C и +70 °C. Из таблицы 3 видно 
достоверное уменьшение концентрации активной ДНК-
матрицы более чем в 3 раза после инкубации ДНК при 
температуре +70 °C по сравнению с +37 °C (табл. 3).

Таким образом, результаты настоящего исследова-
ния показали, что +37 °C является наиболее оптималь-
ной температурой инкубации биологического материа-
ла в  лизирующем буфере DNA iQ, т. к. при данной 
температуре по сравнению с +56 °С и +70 °С скорость 
гидролиза фосфодиэфирных связей ДНК минимальна, 
что особенно важно при работе с объектами, содержа-
щими крайне малые количества ДНК, такими как отпе-
чатки пальцев, следы сухой крови и др.
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Резюме. Интерес к изучению осложнений заболеваний печени, в частности латентной печеночной энцефалопа-
тии, обусловлен широким ее распространением, трудностью диагностики, отсутствием дифференцированных 
подходов к лечению. Выявленная корреляционная зависимость влияния степени дисбиоза на развитие латентной 
печеночной энцефалопатии способствует формированию полиорганной патологии, в том числе связанной с нару-
шением кишечного микробиоценоза при хронических заболеваниях печени, является отдельным звеном патогенеза 
печеночной энцефалопатии. Дисбиоз толстой кишки у больных хроническими заболеваниями печени является триггерным 
фактором развития латентной печеночной энцефалопатии, а его степень напрямую коррелирует со временем выполне-
ния тестов связи чисел и линии, проявлением астеновегетативного синдрома, кишечной диспепсии, цитолиза, холестаза, пе-
ченочно-клеточной недостаточности.
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Summary. The problem of liver diseases complications including latent hepatic encephalopathy attracts the attention of 
investigators because of their high prevalence, diagnostic difficulties and absence of differentiated approach to treatment. 
Correlation links were found between the degree of disbiosis and severity of latent hepatic encephalopathy. These links may 
be one of the causes of the multiorgan affection in patients with chronic liver diseases. Thus, intestinal microbiocenosis 
disturbances can be discussed as a separate pathogenetic pathway of hepatic encephalopathy formation. Large intestine 
disbiosis in patients with chronic liver diseases is the trigger of latent hepatic encephalopathy development and its degree 
correlates with the tests of numbers and lines performing time, astenic syndrome manifestations, intestinal dyspepsia, cytolysis, 
cholestasis and hepatocellular insufficiency.
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Ежегодно во всех индустриально развитых странах 
отмечается рост числа хронических заболеваний печени 
(ХЗП) более чем у 5% взрослого населения [1; 2; 3; 4]. 
В связи с этим восстановление физического, психиче
ского и социального статуса больных ХЗП и улучшение 
их качества жизни приобретает общегосударственное 
значение.

Среди неврологических расстройств при заболева-
ниях печени энцефалопатии, диагностируемые у 30% — 
80% больных, являются наиболее тяжелыми и прогнос-
тически неблагоприятными осложнениями, сохраняясь 
на всем протяжении заболевания, и обуславливают опре
деленные трудности в их лечении [1; 5].

Термин «печеночная энцефалопатия» (ПЭ) представ-
ляет собой комплекс потенциально обратимых нервно-
психических нарушений, возникающих как следствие 
острой или хронической печеночной недостаточности и/
или портосистемного шунтирования крови. ПЭ чаще 
возникает на фоне форсированного диуреза, желудочно-
кишечных кровотечений, парацентеза, хирургических 
вмешательств, алкогольных эксцессов, нарушения мик-
робиоценоза кишечника, воспалительных заболеваниях 
кишечника, инфекционных заболеваний, вследствие по-
вышенного потребления белков, портосистемном шун-
тировании. Нервно-психические нарушения при ПЭ 
в большинстве случаев потенциально обратимы, так как 
являются отражением метаболического нарушения рав-
новесия между торможением и возбуждением активнос-
ти нейронов.

Согласно современной классификации портосистем-
ной (печеночной) энцефалопатии, Herber и Schomerus 
(2000) [6] выделяется две стадии: латентная (субклини-
ческая) и клинически выраженная. Распознавание и ле-
чение латентной печеночной энцефалопатии (ЛПЭ) при 
ХГ крайне важно по трем причинам: во-первых — час-
тота ЛПЭ у больных хроническими гепатитами состав-
ляет более 55% и не зависит от их этиологии, и увели-
чивается до 77% у больных с циррозом печени [7; 8]. 
Во-вторых, ЛПЭ способна влиять на качество повсед-
невной жизни, приводя к снижению работоспособности. 
В-третьих — ЛПЭ сопровождается неадекватной реак-
цией пациента в экстремальных условиях, в том числе 
при вождении автомобиля, что сопряжено с повышен-
ным риском создания аварийных ситуаций.

Стадию клинически выраженной ПЭ, в свою оче-
редь, делят на 4 степени развития:

1 — легкую (нарушение сна, невозможность сосре-
доточиться, легкое изменение личности, рассеянность, 
апраксия), 2 — среднетяжелую (летаргия, усталость, 
сонливость, апатия, неадекватное поведение с заметны-
ми изменениями в структуре личности, нарушениями 
ориентации во времени, «хлопающий» тремор, монотон-
ная речь), 3 — тяжелую (дезориентация, ступор, выра-
женная дезориентация во времени и пространстве, бес-
связанная речь, агрессия, «хлопающий» тремор, 
судороги), 4 — кома (отсутствие сознания).

Современная модель патогенеза печеночной энцефа-
лопатии является многофакторным, полиорганным про-
цессом, который протекает параллельно на уровнях пе-
чени и головного мозга и представляется как результат 
комплексного воздействия и взаимного усиления не-
скольких факторов: эндогенных нейротоксинов, среди 
которых ведущее значение имеет аммиак, аминокислот-
ного дисбаланса и изменения функциональной актив-
ности нейротрансмиттеров и их рецепторов. Важным 
звеном патогенеза ПЭ при хронических заболеваниях 
печени является формирование полиорганной патоло-
гии, в том числе и связанной с кишечным дисбиозом [7; 
8]. Однако до настоящего времени до конца не выявлено, 
какие звенья патогенеза наиболее способствуют форми-
рованию различных стадий ПЭ. В настоящее время до-
казано, что в ее развитии участвуют [7; 8; 9]:

1. Эндогенные нейротоксины: аммиак; меркаптаны, 
производные метианина; коротко- и среднецепочечные 
жирные кислоты; фенолы.

2. Аминокислотный дисбаланс: повышение арома-
тических аминокислот (фенилаланин, тирозин, метио-
нин, триптофан); уменьшение уровня аминокислот 
с разветвленной цепью: лейцин, изолейцин, валин.

3. Нарушение баланса нейротрансмиттеров: увели-
чение концентрации ложных нейротрансмиттеров: ок-
топамин, фенилэтаномин и  др.; уменьшение уровня 
возбуждающих нейротрансмиттеров: дофамин, норад-
реналин; увеличение содержания тормозных нейротранс
миттеров: серотонин, ГАМК.

4. Изменение постсинаптических рецепторов: по-
вышение активности бензодиазепиновых рецепторов 
(пикротоксин).

5. Нарушение функционирования гематоэнцефа-
лического барьера: повышение проницаемости; нару-
шение транспорта энергетических субстратов.

На основании этого в настоящее время существует 
три теории развития печеночной энцефалопатии [10; 11; 
12]: токсическая [13; 14], ложных нейротрансмиттеров 
[15] и  нарушения обмена g-аминомасляной кислоты 
(ГАМК) [16].

Изменения микробиоты кишечника  
при хронических заболеваниях печени

Важную роль в развитии ПЭ играет изменение мик-
робиоценоза желудочно-кишечного тракта, поскольку 
совместно с печенью микробиоценоз участвует во взаи-
модействующих процессах детоксикации.

В настоящее время нормальная микробиота челове-
ка является неотъемлемой структурной и функциональ-
ной компонентой организма. Микрофлора нормальной 
толстой кишки человека объединена в единую экологи-
ческую систему — «организм человека — нормальная 
микрофлора», в которой выделяют две взаимосвязанные 
субпопуляции: полостная и пристеночная (мукозная) 
микрофлора, имеющие тесные структурные и функцио
нальные связи между собой и с кишечной стенкой [17; 
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18; 19]. Изменения соотношения нормальной микрофло-
ры пищеварительного тракта могут быть как кратковре-
менными — дисбактериальные реакции, так и стойки-
ми — дисбиоз или дисбактериоз, — представляя собой 
состояние экосистемы, при котором нарушается функ-
ционирование всех ее составных частей — организма 
человека, его микрофлоры и окружающей среды, а также 
механизмов их взаимодействия, что предрасполагает 
к возникновению заболеваний [18; 20].

Дисбактериоз (дисбиоз) кишечника согласно ГОС-
Ту 91500.11.0004‑2003 определяется как клинико-лабо-
раторный синдром, возникающий при ряде заболеваний 
и клинических ситуаций, характеризующийся симпто-
мами поражения кишечника, изменением качественно-
го и/или количественного состава нормальной микро-
флоры, а  также транслокацией ее различных видов 
в несвойственные биотопы и их избыточным ростом [21]. 
При этом кишечный дисбактериоз (дисбиоз) рассмат-
ривается исследователями как клинико-микробиологи-
ческий синдром, осложняющий течение основного за-
болевания за счет неблагоприятного воздействия 
токсинов, продуцируемых условно-патогенными мик-
роорганизмами [22, 23]. Кишечный дисбиоз проявляет-
ся микробиологическими изменениями соотношений 
между аэробной и анаэробной микробиотой, снижением 
содержания бифидобактерий, лактобактерий и бактеро-
идов, увеличением численности условно-патогенных 
бактерий, количества E. сoli с измененными биологиче
скими свойствами (со сниженной ферментативной ак-
тивностью, лактозонегативных, неподвижных, безин-
дольных и  др.), появлением отсутствующих в  норме 
гемолизирующих форм E. сoli и стафилококков, экспан-
сией микрофлоры за границы привычной зоны оби
тания.

В настоящее время единой классификации в опре-
делении степени дисбактериоза не существует. Многие 
авторы придерживаются классификации по степени вы-
раженности, основанной на данных клинического и мик-
робиологического исследования, которая также указана 
в отраслевом стандарте (приказ МЗ РФ № 231 от 2003 г.) 
«Протокол ведения больных. Дисбактериоз кишечника» 
[21; 24; 25].

При заболеваниях органов пищеварения (хрониче
ские воспалительные заболевания кишечника, хрониче
ский гастрит, СРК, язвенная болезнь и др.) установлено, 
что при ХЗП нарушения кишечной микробиоты встре-
чаются более чем у 90% больных, причем тяжесть кли-
нических проявлений заболевания нередко связывают 
с выраженностью изменений микроэкологии кишечни-
ка. Отмечено, что сниженная детоксикационная функ-
ция микробиоты при дисбиозе кишечника увеличивает 
нагрузку на ферментативные системы печени, что спо-
собствует возникновению в ней метаболических и струк-
турных изменений. В то же время, нарушения процессов 
синтеза и экскреции компонентов желчи при заболева-
ниях печени могут привести к нарушению микробиоты 

кишечника и в конечном итоге к развитию дисбиоза [24; 
27]. Увеличение содержания потенциально патогенных 
бактерий приводит также к повышению образования 
эндотоксинов, которые, проникая через слизистую обо-
лочку кишечника в местную систему кровообращения, 
а затем через воротную вену в печень, вызывают повреж-
дения гепатоцитов или потенцируют неблагоприятные 
действия других токсических веществ. Около 90% всех 
эндотоксинов высвобождается факультативно анаэроб-
ными бактериями. Доказано, что гнилостные и патоген-
ные бактерии производят в  кишечнике токсические 
продукты, в частности, E. сoli и клостридии — аммиак, 
амины, нитрозоамины, фенолы, крезолы, индолы, вто-
ричные желчные кислоты, агликины; бактероиды 
и стрептококки — нитрозоамины, вторичные желчные 
кислоты; протей — аммиак, амины, индол. Конкретными 
повреждающими механизмами в этом случае являются 
разрушение клеточных мембран, нарушение ионного 
транспорта, фрагментация нуклеиновых кислот, обра-
зование продуктов свободнорадикального окисления, 
индукция апоптоза. По результатам наших исследований, 
наблюдается прямая взаимосвязь между характером из-
менения микрофлоры кишечника и формированием ПЭ 
за счет повышенного образования эндотоксинов и ам-
миака, возникающего при дисбиозе кишечника, способ-
ного стать тригерным фактором развития печеночной 
энцефалопатии при ХЗП [24; 26].

Функциональное и структурное повреждение ки-
шечной стенки отражается в увеличении ее проницае-
мости для макромолекул и бактерий, приводя к фено-
мену бактериальной транслокации. Частота высевания 
патогенной кишечной флоры при циррозе класса С 
в 5 раз превышает таковую при циррозе А. Маркером 
бактериальной транслокации, прогнозирующим часто
ту развития тяжелых бактериальных инфекций, явля-
ется повышение уровня сывороточного липополисаха-
ридсвязывающего белка. У больных циррозом печени 
отмечается усиленный рост условно-патогенной фло-
ры  — Klebsiella, Enterobacter, S. aureus и  грибов рода 
Candida на 2–3 порядка по сравнению с больными ХВГ. 
Первоначальным звеном бактериальной транслокации 
у больных ХЗП служит синдром избыточного бактери-
ального роста. Очевидна роль избыточной бактериаль-
ной пролиферации в кишечнике в развитии ПЭ, что 
обусловлено интенсивным образованием кишечной мик-
рофлорой помимо аммиака других нейротоксических 
метаболитов, таких как меркаптан, короткоцепочных 
жирных кислот, фенолов и др. Показательно, что нередко 
основным и единственным симптомом спонтанного бак-
териального перитонита является нарастание ПЭ [15; 
28].

В многочисленных клинических исследованиях по-
казано, что метаболические нарушения в печени, нередко 
ассоциированные с дисбактериозом кишечника, вклю-
чают в себя как печеночные, так и кишечные звенья па-
тогенеза. В формировании стеатоза и стеатогепатита 
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выделяют экзогенные факторы риска — избыточное по
ступление в печень из кишечника продуктов гидролиза 
липидов (жирных кислот), глюкозы, фруктозы, галак-
тозы, алкоголя, и эндогенные — повышение концентра-
ции и нарушение окисления жирных кислот в гепатоци-
те, образующихся при липолизе периферического жира, 
который усиливается при дефиците или снижении тка-
невой чувствительности к инсулину, накопление в гепа-
тоцитах триглицеридов, относительный или абсолют-
ный дефицит апопротеинов В, С1–С3, Е. Трансформация 
стеатоза в стеатогепатит обусловлена: повышением про-
дукции TNF-a жировой тканью, увеличением концент-
рации свободных жирных кислот, которые оказывают 
прямой повреждающий эффект на мембраны гепатоци-
тов и активируют цитохром Р450–2Е 1 с повышением 
перекисного окисления липидов, накоплением реактив-
ных форм кислорода (оксидативный стресс) и образо-
ванием избыточного количества высокотоксичных ксе-
нобиотиков. Существенное значение в трансформации 
стеатоза в стеатогепатит играет наличие избыточного 
бактериального роста в кишечнике. Так, по результатам 
водородного дыхательного теста у 50–75% таких боль-
ных выявляют избыточную бактериальную пролифера-
цию в тонкой кишке [15; 24].

Наиболее частыми клиническими признаками дис-
биоза у  больных ХЗП являются расстройства стула, 
(неустойчивый стул, диарея, запоры), метеоризм, абдо-
минальный болевой синдром (монотонная, тянущая, 
распирающая боль), синдром желудочно-кишечной дис-
пепсии, симптомы мальдигистии. Для данной категории 
больных характерны проявления астеновегетативного, 
геморрагического, холестатического синдромов. Про-
грессирование дисбиоза сопровождается нарастанием 
в крови уровня общего билирубина, его фракций, актив-
ности АСТ, АЛТ, ЩФ и ГГТП, увеличением СОЭ, сни-
жением альбуминов, ПТИ, усугубляются изменения 
в показателях липидограммы. Отмечается выраженность 
синдрома иммунного воспаления за счет увеличения 
содержания g- глобулинов и иммуноглобулинов, свиде-
тельствующего об активации гуморального звена имму-
нитета [3; 29].

Наиболее распространенным методом лабораторной 
диагностики заболевания в настоящее время является 
посев кала на дисбактериоз. Данный метод имеет ряд 
общепринятых издержек: длительность получения ре-
зультатов, использование дорогостоящих питательных 
сред, зависимость от соблюдения сроков транспортиров-
ки и качества сред, преимущественное определение внут-
рипросветной флоры и наряду с ней транзитной (пас-
сажной), неоднородность выделения микроорганизмов 
из разных отделов испражнений, низкая воспроизводи-
мость результатов и др., невозможность воссоздания 
нативных условий обитания микроорганизмов. Все вы-
шеперечисленные недостатки не дают полного представ-
ления о населяющей гликокаликс автохтонной (рези-
дентной) микрофлоре. Довольно часто забывают 

о низкой чувствительности данного метода и возмож-
ности получения ложно-отрицательных результатов. 
Кроме того, основным и, по-существу, главным недостат-
ком является отсутствие возможности приблизить вра-
ча к  выявлению органической или функциональной 
патологии ЖКТ, приведшей к изменению микробиоце-
ноза, и проводить не симптоматическое, а этиопатогене-
тическое лечение [30; 31].

Молекулярно-генетические методы: позволяющие 
идентифицировать микроорганизмы посредством опре-
деления уникальной последовательности оснований 
дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) или рибонук-
леиновой кислоты (РНК) исследуемых микробов; в по
следние годы широкое распространение получил способ 
определения видов микроорганизмов с помощью поли-
меразной цепной реакции (ПЦР-диагностика). В основе 
ПЦР-диагностики лежит комплементарное достраивание 
участка геномной ДНК или РНК возбудителя, осуществ
ляемое in vitro с помощью фермента термостабильной 
ДНК- полимеразы. С помощью ПЦР- диагностики опре
деляются некоторые представители микрофлоры с внут-
риклеточной или мембранной локализацией. Метод 
отличает быстрота выполнения. Однако информатив-
ность исследования высока только в отношении ограни-
ченного круга условно-патогенных и патогенных мик-
роорганизмов и вирусов. Данный метод применяется 
в основном для верификации инфекционной патологии 
[30; 31].

Газо-жидкостная хроматография фекалий (ГЖХ): 
метод позволяет оценить вещества, связанные с жизне-
деятельностью микроорганизмов (именно тех, которые 
не определяются при рутинном бактериологическом 
исследовании, требующем специальных условий куль-
тивирования анаэробов), методом ГЖХ-анализа. Метод 
позволяет быстро и точно оценить состояние индиген-
ной микрофлоры. Кроме того, отличительной особен-
ностью разработанного метода является то, что в резуль-
тате накоплен материал не только по верификации 
родового состава микроорганизмов, но и составлена кли-
ническая база данных содержания КЖК (учитывая их 
физиологические эффекты) во многих биологических 
субстратах при различной патологии ЖКТ [32].

В настоящее время для диагностики печеночной 
энцефалопатии применяют:

Оценку клинических симптомов (оценка степени 
расстройства сознания, интеллекта, характера измене-
ний личности, речи). При ЛПЭ сознание не изменено, 
при целенаправленном обследовании отмечается сни-
жение концентрации внимания и памяти.

Оценку психоневрологических изменений, выяв-
ляемых при психометрическом тестировании. С этой 
целью могут применяться: 1. Тесты на быстроту позна-
вательной деятельности (тест связи чисел (часть А и В), 
тест Reitan; тест «число-символ»), 2. Тесты на точность 
тонкой моторики (тест линии (лабиринт); тесты обве-
дения пунктирных фигур). Чувствительность данных 
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методов в диагностике ПЭ достигает 80%. Однако исполь-
зование психометрического тестирования с целью объ-
ективизации психоневрологических изменений при ПЭ 
обладает рядом ограничений: отсутствие унифицирован-
ности, возможность эффекта тренинга при оценке дина-
мики течения ПЭ [16].

Инструментальные методы диагностики ПЭ:
А) Электроэнцефалография (ЭЭГ). При ПЭ в за-

висимости от стадии энцефалопатии наблюдается за-
медление активности a-ритма: при ПЭ — 0 и латентной 
стадии — частота α-ритма 8,5–12 колебаний в 1 сек, при 
ПЭ I степени клинически выраженной стадии — частота 
α-ритма 7–8 колебаний в 1 сек, при ПЭ II степени кли-
нически выраженной стадии — частота α-ритма 5–7 ко-
лебаний в 1 сек, при ПЭ III степени клинически выра-
женной стадии — частота α-ритма 3–5 колебаний в 1 сек, 
при ПЭ IV степени клинически выраженной стадии — 
частота α-ритма < 3 колебаний в 1 сек, с «выявлением 
медленных низкоамплитудных колебаний». Начиная 
со II стадии появляется δ- и θ-активность. Относитель-
но типично, но неспецифично появление, начиная 
со II стадии, билатерально-синхронных вспышек острых 
«трехфазных волн», в основном во фронтотемпоральных 
отведениях. Электроэнцефалография (ЭЭГ) отражает 
общую биоэлектрическую активность головного мозга 
(БЭА) и не позволяет объективно оценить когнитивные 
нарушения, не дает информации об особенностях этих 
расстройств. По мнению ряда авторов, чувствительность 
ЭЭГ при ПЭ составляет не более 30–40%, и часто изме-
нения ЭЭГ не коррелируют с тяжестью течения заболе-
вания, они имеют лишь вспомогательное значение [6]. 
Тем не менее, у больных, страдающих ХЗП и находящих-
ся в ясном сознании, наличие на ЭЭГ таких изменений — 
достоверный диагностический признак [16]

Б) Зрительные вызванные потенциалы Р-300 (или 
тест «частоты мерцания», являющийся модификацией 
ЭЭГ). При проведении теста «частоты мерцания» ис-
пользуется высокочастотный свет, который восприни-
мается обследуемым с помощью специальных оптиче
ских очков. Значения критической частоты мерцания 
(critical flicker frequency CFF) у здоровых лиц превыша-
ют частоту в  39 Гц, у больных же этот показатель суще
ственно ниже. Результаты данного теста статистически 
достоверно коррелируют с показателями психометри-
ческих тестов [16].

В) Магнитно-резонансная спектроскопия — основ-
ные изменения касаются повышения интенсивности сиг-
нала Т1 базальных ганглиев и белого вещества мозга, 
уменьшения величины соотношения миоинозитол/креа
тин (в результате уменьшения содержания миоинозито-
ла в астроцитах) и повышения пика глутамина в сером 
и белом веществе мозга (вследствие накопления глута-
мина в астроцитах). Выраженность сигнала глутамина 
может использоваться также для характеристики клини-
ческой стадии ПЭ. Чувствительность данного метода при 
ЛПЭ приближается к 90–100%. Однако, по данным дру-

гих авторов, вышеперечисленные изменения, выявляе-
мые при магнитно-резонансной спектроскопии, связаны 
не с ПЭ, а коррелируют с концентрацией билирубина 
и марганца в крови [33; 34].

Г) Магнитно-резонансная томография (МРТ) 
позволяет количественно оценить выраженность отека 
головного мозга и атрофии коры при клинически выра-
женных стадиях ПЭ. Эти изменения обусловлены 
серьезными нарушениями функции печени и особенно 
выражены у пациентов с длительно персистирующей 
ПЭ. При ЛПЭ часто изменений не обнаруживается [5].

Однако высокая стоимость применения методик: 
зрительно вызванных потенциалов Р-300, магнитно-ре-
зонансной спектроскопии и МРТ головного мозга — поз-
воляет их использовать лишь в  единичных научных 
центрах [5], что требует дальнейшего поиска объектив-
ных, инструментальных, простых методик для диагнос-
тики ЛПЭ.

Лечение печеночной энцефалопатии
Патогенетическая терапия ПЭ включает три основ-

ные группы мероприятий [11; 14]: 1. Поиск причин, вы-
звавших развитие ПЭ, лечение основного заболевания 
и устранение разрешающих факторов энцефалопатии, 
в  том числе связанных с  дисбиозом толстой кишки. 
2. Диета с ограничением поступления с пищей живот-
ного белка, заменой его на растительный, обеспечение 
достаточной калорийности питания для предотвраще-
ния отрицательного баланса азота, снижения степени 
гипераммонии. 3. Медикаментозная терапия с исполь-
зованием нескольких классов лекарственных веществ:
I)	 Препараты, снижающие концентрацию аммиака 

крови (связывающие аммиак крови, стимулирую-
щие обезвреживание аммиака в орнитиновом цик-
ле, снижающие поступление аммиака из толстой 
кишки  — невсасывающиеся антибиотики, про- 
и пребиотики).

II)	 Препараты, уменьшающие тормозные процессы 
в ЦНС (антагонист бензодиазепиновых рецепторов, 
аминокислоты с разветвленной боковой цепью).

III)	 Препараты с  различным механизмом действия 
(антиоксиданты, цинк, препарат a-липоевой кис
лоты).

Все же, несмотря на имеющийся опыт применения 
различных препаратов для лечения печеночной энцефа-
лопатии, в настоящее время в литературе имеется мало 
данных, посвященных изучению влияния средств, нор-
мализующих микробиоту толстой кишки на разрешение 
ПЭ, что делает эти исследования актуальными.

Цель исследования
Оценка количественного и качественного состава 

микробиоты толстой кишки и ее роли в развитии латент
ной печеночной энцефалопатии для оптимизации так-
тики терапии больных хроническими заболеваниями 
печени.
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Материалы и методы исследования
Обследовано 269 больных ХЗП, средний возраст 

40,2 ± 8,61 года. Соотношение мужчин: женщин — 128: 
141 (47,6% : 52,4%). Диагноз ХГ подтверждался жалоба-
ми, анамнезом заболевания и жизни, данными объектив-
ного осмотра, результатами лабораторно-инструмен-
тальных, морфологических методов исследования. По 
этиологическому фактору количество пациентов ХГ раз-
ных нозологических форм было сопоставимо: хрониче
ский алкогольный гепатит (ХАлГ) — 35 (25%) человек, 
хронический вирусный гепатит В или С (ХВГ) — 35 
(25%), неалкогольный стеатогепатит (НАСГ) — 40 (29%) 
и аутоиммунный гепатит (АИГ) — 30 (21%) обследуе-
мых. Диагноз ХЗП соответствовал классификации экс-
пертов ВОЗ (Лос-Анджелес, 1996), МКБ-10, Knodell, 
Desmet и соавт. и подтверждался жалобами, анамнезом 
заболевания и жизни, данными объективного осмотра 
и результатами лабораторно-инструментальных методов 
исследования.

При характеристике ПЭ у пациентов с ХЗП применя
лась классификация портосистемной (печеночной) эн-
цефалопатии по Herber и Schomerus 2000 г. Стадия ПЭ 
у больных ХЗП определялась на основании: а) анализа 
жалоб пациентов по дневникам самонаблюдения, б) пси-
хометрического тестирования (тест связи чисел, тест 
линии), в) оценки когнитивных функций, г) диагностики 
депрессивных состояний по методике Зунге, д) частот
ного анализа электроэнцефалограммы, е) результатов 
консультации невролога, психиатра. По показаниям про-
водилась УЗДГ сосудов головы и шеи.

Критерии исключения из исследования: тяжелая 
сопутствующая патология, способная повлиять на про-
гноз и характер проявления печеночной энцефалопатии, 
онкологические заболевания в анамнезе, тяжелая сер-
дечно-сосудистая и  дыхательная патологии, острое 
нарушение мозгового кровообращения (в  анамнезе), 
острые инфекционные процессы и обострение сопут
ствующих хронических заболеваний, сахарный диабет 
1 и 2 типа, корригируемый инсулином, лечение антиби-
отиками, неверифицированное заболевание печени.

Степень выраженности дисбиоза кишечника оцени-
валась согласно отраслевому стандарту «Протокол ве-
дения больных. Дисбактериоз кишечника» (ОСТ 
91500.11.0004–2003), Приказ Министерства здраво
охранения Российской федерации № 231 от 9  июня 
2003 года.

В зависимости от степени выраженности печеночной 
энцефалопатии 269 человек распределены были на 
3 группы: 1) основная группа — 134 (50%) пациента ХЗП 
с латентной ПЭ (ЛПЭ), 2) группа сравнения 1 — 74 (27%) 
человек ХЗП без признаков ПЭ (ПЭ-0), 3) группа срав-
нения 2 — 61 (23%) больной ХЗП с ПЭ 1 степени кли-
нически выраженной стадии (ПЭ-1). По нозологической 
форме пациенты поделены на 4 подгруппы: хронический 
алкогольный гепатит (ХАлГ) — 72 (27,0%), хронический 
вирусный гепатит В или С (ХВГ) — 80 (30,0%), неалко-

гольный стеатогепатит (НАСГ) — 83 (31,0%), аутоиммун-
ный гепатит (АИГ) — 34 (12,0%) человека.

Контролем служили 30 практически здоровых доб-
ровольцев, 15 мужчин и 15 женщин молодого возраста 
(27,8 ± 1,82 года).

Изучение нормальной микробиоты толстой кишки 
здоровых людей и характера ее изменений при ХЗП про-
водилось в соответствии с методическими рекоменда-
циями (Марков Н. И. и соавт., 1977; Минушкин О. Н. 
и соавт., 1991 и др.).

В комплекс биохимического исследования сыворотки 
крови входило определение общего белка, альбумина, 
билирубина, АЛТ, АСТ, ГГТП, ЩФ, глюкозы, протром-
биновой активности плазмы, фибриногена, мочевины, 
липидограммы и др. Исследовались иммунологические 
показатели: IL-1b, IL-2, IL-8, IL-10, g-глобулин.

Психологическое обследование включало индиви-
дуальную беседу с пациентом и применение психодиа
гностических шкал и тестов (тест связи чисел и тест 
линии). Также проводилась ЭЭГ для подтверждения 
нарушений функции мозга, с оценкой частотного диа-
пазона, амплитуды и особенностей зонального распре-
деления колебаний различных диапазонов.

Оценка течения ЛПЭ с применением препаратов, 
нормализующих микробиоту толстой кишки в составе 
комплексной терапии, состояла в том, что путем свобод-
ной выборки из 111 пациентов ХЗП с ЛПЭ было сфор-
мировано 5 групп с соблюдением принципа релевант-
ности переменных и  обеспечения сопоставимости 
наблюдения случаев по полу, возрасту, этиологической 
структуре, степеням выраженности дисбиоза, тяжести 
и степени активности патологического процесса и др.

1 группа — 26 человек. Лечение: метаболическая те-
рапия, Гепамин (смесь аминокислот: валин, аргинин, 
изолейцин, лейцин и натуральное растворимое пищевое 
волокно фибрегам) — по 0,25–0,3 г/кг веса больного 
и Эссенциале Форте Н по 2 капс. 3 раза в день, курсом 
приема 4 недели. 2 группа — 25 человек. Лечение: мета-
болическая терапия, Эссенциале Форте Н (2 капс. 3 раза 
в день) и Мукофальк (препарат из оболочки семян по-
дорожника овального (Plantago ovata) — 1 пакетик 3 раза 
в день, курс — 4 недели. 3 группа — 20 человек. Лечение: 
метаболическая терапия, Ламинолакт (Enterococcus 
faecium, L-3 и пищевые волокна, пектин, клетчатка) — по 
2 др. 3 раза в день, Эссенциале Форте Н — по 2 капс. 
3 раза в день в течение 4 недель. 4 группа — (сравнения 
1) — 20 человек. Лечение — Эссенциале Форте Н по 
2 капс. 3 раза в день и Дюфалак (лактулоза) в дозе 30 мл 
1 раз/сутки утром во время еды в  течение 4 недель. 
5 группа — (сравнения 2) — 20 человек. Лечение — при-
ем Эссенциале Форте Н по 2 капс. 3 раза в день в течение 
4 недель.

Метаболическая коррекция включала 2-нед. курс 
терапии: раствор глюкозы 5%  — 500,0 мл, панангин 
10,0 мл — ежедневно внутривенно капельно, раствор 
пиридоксина гидрохлорид (витамин В6) 5% — 2,0 мл 
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и тиамина бромид (витамин В1) 3% — 2,0 мл — ежеднев-
но внутримышечно, раствор аскорбиновой кислоты (ви-
тамин С) 5% — 5,0 мл — ежедневно внутривенно струйно.

После 1 месяца лечения 45 больных (по 15 человек 
с ХЗП и ЛПЭ из групп 1, 2 и 3) находились под дина-
мичным наблюдением в течение 6 месяцев после окон-
чания проводимой терапии. Программа терапии вклю-
чала метаболическую коррекцию и  эссенциальные 
фосфолипиды. Оценка лечебной эффективности прово-
дилась через 2, 4 недели, 3 и 6 месяцев.

По результату обследования все клинические, бак-
териологические, лабораторно-инструментальные и пси-
хометрические показатели были адаптированы для ма-
тематической обработки и изучались с использованием 
корреляционного, регрессионного и дискриминантного 
анализа, c помощью программы «SPSS 13.0». Для ста-
тистической обработки полученных данных использо-
вали Т-критерий Стьюдента, 2-критерий Пирсона, 
непараметрический критерий U-тест по методу Манна–
Уитни.

Результаты исследования и их обсуждение
Клиническими проявлениями у  пациентов ХЗП 

с ЛПЭ являлись астеновегетативный синдром (80%), 
кишечная и желудочная диспепсия (62% и 60%), отли-
чающиеся от аналогичных показателей группы ПЭ-0 
(71%, 32%, 22% соответственно). Психомоторные нару-
шения у пациентов ЛПЭ характеризовались изменени-
ями когнитивных функций (65%). Изменение ритма сна 
у пациентов с ЛПЭ выявлено не было, однако потреб-
ность в дневном 1–2-часовом сне выявлена у 72 человек 
(54%). Выполняя психометрическое тестирование, паци-
енты с ЛПЭ легко понимали поставленную перед ними 
задачу, однако время, затраченное на тестирование, пре-
вышало 30 сек. При оценке ТСЧ, ТЛ достоверных раз-
личий между нозологическими формами заболеваний 
печени выявлено не было, отмечено, что пациенты 
с ХАлГ больше испытывали трудности при выполнении 
теста линий, характеризующего точность моторики 
(КОТЛ общ–10,9±1,20 (р < 0,05)), тогда как при других 
нозологических формах АИГ  — КОТЛ общ–5,8±0,80, 
ХВГ — КОТЛ общ–7,2±1,10, НАСГ — КОТЛ общ–6,9±1,30).

Отмечено, что развитие ПЭ у больных ХЗП проис-
ходит на фоне изменения биохимических параметров 
крови. С прогрессированием ПЭ установлено повыше-
ние цитолитического (р < 0,05), холестатического син-
дрома (р < 0,05), ПКН (p < 0,05). При ЛПЭ отмечалось 
незначительное снижение белково-синтетической функ-
ции печени (р > 0,05). У больных ХАлГ и ХВГ, НАСГ 
выявлялась наибольшая активность показателей цито-
литического и мезенхимально-воспалительного синдро-
мов, у обследуемых лиц с АИГ — холестатического син-
дрома и ПКН.

Оценка иммунологических параметров крови выяви-
ла, что концентрация провоспалительных цитокинов 
IL-1b, IL-8 у пациентов ХЗП была достоверно выше, чем 

в группе контроля, что свидетельствует об активном 
воспалении печеночной ткани, являясь отражением сис-
темной реакции организма, служа одним из показателей 
интенсивности иммунного ответа, активности ХЗП. При 
ЛПЭ отмечается незначительное увеличение IL-1b, IL-
8, но существенных различий выявлено не было.

Изменения на ЭЭГ при ЛПЭ выявлены только у 36% 
больных  — определялся деформированный α-ритм 
с частотой 8,5–12 колебаний в 1 сек, на фоне полимор-
фной дизритмии, что говорит в пользу того, что в диа-
гностике ЛПЭ проведение ЭЭГ имеет вспомогательное 
значение.

Для изучения особенности изменения микробиоце-
ноза толстой кишки у пациентов ХЗП с ПЭ обследовано 
170 пациентов. Нарушение дисбиоза толстой кишки 
диагностировано у 98% обследованных. При ПЭ-0 ста-
дии выявлялся дисбиоз 1 степени — 67%, у 3 больных 
(9%) изменений микробиоты толстой кишки выявлено 
не было. Тогда как у всех пациентов с ЛПЭ и ПЭ-1 от-
мечены изменения микробиоценоза толстой кишки. 
У пациентов с ЛПЭ одинаково наблюдается дисбиоз 
1 степени — 38% и 2 степени — 40%. В нашем исследо-
вании пациентов с ЛПЭ и 4-й степенью дисбиоза выяв-
лено не было.

Нами выявлена корреляционная связь влияния сте-
пени дисбиоза на развитие ЛПЭ (r = 0,46, р < 0,01). У па-
циентов ХЗП с ПЭ-0 отмечено достоверное снижение 
общего числа E. coli, Lactobacillus и возрастание количе
ства S. aureus и условно-патогенных бактерий (Klebsiella, 
Enterobacter, Proteus, Morganella, Citrobacter и  др.) 
(р < 0,05), по сравнению с группой контроля (табл. 1). 
При ЛПЭ выявлялось появление гемолитических E. сoli 
(особенно в  группах пациентов ХрАлкГ и  НАСГ  — 
0,39 ± 0,18 LgКОЕ/г и 0,21 ± 0,10 LgКОЕ/г) и грибов 
рода Candida — 0,87 ± 0,18 LgКОЕ/г (в большей степени 
у больных ХрВГ — 1,56 ± 0,23 LgКОЕ/г) (р < 0,05), диа-
гностировалось снижение Lactobacillus (р < 0,05). Повы-
шенное количество S. aureus и других условно-патоген-
ных бактерий оставалось как в группе ПЭ-0 — их число 
было в 6 раз выше по сравнению с группой контроля 
(р < 0,05) (табл. 1).

При сравнении нозологических форм ХЗП (АИГ, ХВГ, 
ХАлГ, НАСГ) пациентов с ЛПЭ отмечено, что наибольшее 
изменение микробиоценоза толстой кишки наблюдалось 
у пациентов с ХАлГ — выявлено наибольшее снижение чис
ла Lactobacillus (р < 0,05) по сравнению с другими нозоло-
гическими формами, значительное, в 1,6 раза, увеличение 
титра E. coli со сниженной ферментативной активностью 
и грибов рода Candida — в 9 раз по сравнению с ПЭ-0 
и группой контроля, также отмечено увеличение числа 
гемолитических E. сoli, Clostridium и S. aureus. У пациентов 
с ХВГ с ЛПЭ отмечено снижение Lactobacillus — в 1,1 раза, 
умеренное увеличение количества E. coli со сниженной 
ферментативной активностью — в 1,3 раза и других услов-
но-патогенных микроорганизмов — в 1,5 раза по сравне-
нию с ПЭ-0 и группой контроля, при этом по сравнению 
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с АИГ, НАСГ, ХАлГ, отмечена наибольшая численность 
S. aureus — в 1,8 раза (р < 0,05) и грибов рода Candida — 
в 2 раза (р < 0,05). При НАСГ диагностировано снижение 
уровня Lactobacillus — в 1,1 раза, появление гемолити-
ческих E. сoli, грибов рода Candida по сравнению с ПЭ-0 
и группой контроля. При АИГ отмечалось снижение 
числа Lactobacillus и преобладание других условно-па-
тогенных микроорганизмов — в 1,3 раза больше по срав-
нению с ХАлГ, ХВГ, НАСГ (рис. 1).

Выявлена прямая связь между степенью дисбиоза 
толстой кишки (повышенным числом гемолитических 
E. coli) и  временем выполнения ТСЧ и  ТЛ (r  = 0,33, 
р < 0,05 и r = 0,31, р < 0,05), количеством грибов рода 
Candida (r = 0,37, р < 0,05 и r = 0,34, р < 0,05), S. aureus 
(r = 0,24, р < 0,05 и r = 0,23, р < 0,05) и обратная связь: 
между снижением уровня Lactobacillus и временем ТСЧ 
и ТЛ (r = –0,30, р < 0,05 и r = –0,33, р < 0,05).

Отмечено, что дисбиоз толстой кишки выявлялся 
также при ПЭ-0 у 21,2% больных, при ЛПЭ — у 16%, при 
ПЭ-1 — у 14,7% человек с отсутствием синдрома цито-
лиза, холестаза и сохранением белково-синтетической 

функции печени по биохимическим показателям 
(АЛТ — 19,2 ± 1,11 Е/л, АСТ — 21,0 ± 0,80 Е/л, общий 
билирубин  — 11,5  ±  0,61 мкмоль/л, ЩФ  — 143,1  ± 
8,72  Е/л, ГГТП  — 26,5  ±  2,07 Е/л, общий белок  — 
75,5  ±  1,52 г/л, альбумин  — 42,9  ±  0,71 г/л, ПТИ  — 
82,2 ± 1,40%). Эту группу составили: 1 (4%) человек 
с АИГ, 5 человек (20%) с ХВГ (3 человека с ХВГ В и 
2 человека с ХВГ С), 6 человек (24%) с ХАлГ, 6 человек 
(24%) с НАСГ, у 7 человек (28%) диагностирована цир-
ротическая стадия (2 человека — ХВГ ВЦП, 1 человек — 
ХВГ СЦП, 4 человека — ХАлГЦП). Достоверно значимых 
корреляционных связей между признаками портальной 
гипертензии (ВРВ пищевода, гиперспленизм) и отечно-
асцитическим синдромом у этих пациентов выявлено не 
было (р > 0,05). Отмечено, что на стадии ПЭ-0 дисбиоз 
1-й степени диагностирован у 57%, при ЛПЭ — дисбиоз 
2-й степени — 69%, ПЭ-1 — 3-й степени — 60% человек. 
С нарастанием степени дисбиоза прогрессировала ПЭ 
(r  = 0,49, p < 0,01) за счет снижения содержания 
Lactobacillus (r = –0,35, p = 0,05) (при ПЭ-0 количество 
Lactobacillus составило 6,80  ± 0,41  LgКОЕ/г, ЛПЭ  — 

Таблица 1. Характер изменения микробиоценоза толстой кишки больных 
	       хроническими заболеваниями печени с печеночной энцефалопатией (M ± m)

Микроорганизмы, LgКОЕ/г
Группа контроля, 

n = 30

Стадии печеночной энцефалопатии

ПЭ-0, n = 33 ЛПЭ, n = 111 ПЭ-1, n = 34

Bifidobacterium 8,50 ± 0,13 8,47 ± 0,20 8,41 ± 0,13 8,17 ± 0,22

Lactobacillus 7,48 ± 0,26 6,33 ± 0,14 [к] 5,80 ± 0,13 [к,0] 6,22 ± 0,25 [к]

Clostridium 2,00 ± 0,40 2,12 ± 0,30 2,84 ± 0,30 3,03 ± 0,38

Общее количество E. coli 7,12 ± 0,14 6,44 ± 0,26 [к] 6,48 ± 0,20 6,47 ± 0,21 [к]

E. coli со сниженной ферментативной активностью 3,04 ± 0,60 3,78 ± 0,75 4,77 ± 0,54 [к] 5,27 ± 0,77 [к]

Гемолитические микроорганизмы (E. сoli) 0# 0# 0,15 ± 0,07 [к, 0, 1] 0,67 ± 0,21 [к, 0, л]

Другие условно-патогенные бактерии * 0,23 ± 0,12 1,27 ± 0,32 [к] 1,54 ± 0,28 [к] 1,86 ± 0,22 [к]

S. aureus 0# 0,33 ± 0,12 [к] 0,24 ± 0,07 [к, 1] 0,76 ± 0,13 [к, 0, л]

S. epidermidis 0,10 ± 0,05 0,12 ± 0,04 0,17 ± 0,10 [1] 0,86 ± 0,28 [к, 0, л]

Другие грибы рода Candida 0,10 ± 0,05 0,12 ± 0,03 0,87 ± 0,18 [к, 0, 1] 2,37 ± 0,31 [к, 0, л]

Примечания:  *  — представители родов Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Morganella, Citrobacter и др.; 
	       0# — микроорганизмы не обнаружены в объеме 0,1 г испражнений;
	       к  — различия статистически достоверны (p < 0,05) по сравнению с результатами группы контроля; 
	       0  — различия статистически достоверны (p < 0,05) по сравнению с результатами группы ПЭ-0; 
	       л  — различия статистически достоверны (p < 0,05) по сравнению с результатами группы ЛПЭ;
	       1  — различия статистически достоверны (p < 0,05) по сравнению с результатами группы ПЭ-1.



62

Научно-практический журнал «Клинико-лабораторный консилиум» № 4 (47) декабрь 2013

6,15 ± 0,41 LgКОЕ/г, ПЭ-1 – 5,41 ± 0,32 LgКОЕ/г), досто-
верного увеличения E. сoli со сниженной ферментативной 
активностью (r  = 0,42, p  <  0,05) (ПЭ-0  –  3,09  ± 
1,15  LgКОЕ/г, ЛПЭ  —  3,53  ±  1,32  LgКОЕ/г, 
ПЭ-1 – 7,14 ± 1,14 LgКОЕ/г), увеличения грибов рода 
Candida (r = 0,61, p < 0,01) (ПЭ-0 — рост не выявлен, 
ЛПЭ — 0,61 ± 0,43 LgКОЕ/г, ПЭ-1 – 3,30 ± 0,85 LgКОЕ/г) 
и  увеличения роста гемолитических E.  сoli (r  = 0,32, 
p  <  0,05) (ПЭ-0 и  ЛПЭ  — рост не выявлен, ПЭ-1  – 
0,57 ± 0,31 LgКОЕ/г). По результатам проведенного 
нами исследования пациентов ХЗП с ЛПЭ или ПЭ-1 
с нормальным микробиоценозом толстой кишки выяв-
лено не было, что предполагает, что развитие дисбиоза 
толстой кишки предшествовало развитию ЛПЭ, являясь 
его триггерным фактором, и позволяет включать анализ 
количественного и качественного состава показателей 
кишечного дисбиоза в комплексное обследование боль-
ных ХЗП с ПЭ с целью повышения качества диагности-
ки и оценки проводимой терапии.

Получены корреляционные взаимосвязи между раз-
личными группами микроорганизмов в толстой кишке 
у больных ХЗП с ЛПЭ. Отмечена прямая связь между 
концентрацией Bifidobacterium и Lactobacillus (r = 0,41; 

p < 0,05), вероятно, обусловленного общими механиз-
мами регуляции их численности. Увеличение количества 
Bifidobacterium, Lactobacillus, общего количества E. coli 
сочеталось со снижением содержания Clostridium и услов-
но-патогенной микробиоты. Общее количество E. coli при 
ЛПЭ по сравнению с ПЭ-0 сохранялось за счет увеличи-
вающегося числа E. coli со сниженной ферментативной 
активностью (r  = 0,59, p < 0,01). Возрастающая чис
ленность грибов рода Candida и S. aureus ЛПЭ напрямую 
коррелировала с увеличивающимся количеством услов
но-патогенных бактерий родов Klebsiella, Enterobacter, 
Citrobacter и др. (r = 0,5, p < 0,05), что вероятно обуслов-
лено наличием единых механизмов их содержания 
и факторов колонизации толстой кишки. Повышение 
количества гемолитических E. сoli и др. условно-патоген-
ных микроорганизмов при ЛПЭ было связано с проявле-
нием астеновегетативного синдрома (r = 0,32 и r = 0,44; 
p < 0,05). Снижение Lactobacillus и возрастание числа гри-
бов рода Candida ассоциировалось с проявлением синд-
рома кишечной диспепсии (r = –0,50, и r = 0,33; p < 0,05).

При анализе взаимозависимости между содержанием 
групп микроорганизмов в толстой кишке и лаборатор-
ными данными у больных ХЗП с ЛПЭ были выявлены 

Рис. 1. Характер изменения микробиоценоза толстой кишки пациентов  
с различными нозологическими формами хронических заболеваний  

печени и латентной печеночной энцефалопатией

Примечания:       — АИГ,    — ХВГ,    — ХАлГ,    — НАСГ,    — группа контроля, 
	         0#— микроорганизмы не обнаружены в объеме 0,1 г испражнений;
	         К — различия статистически достоверны (p < 0,05) в группе ЛПЭ по сравнению с результатами группы контроля. 
В группе контроля число Lactobacillus — 7,48 ± 0,26 LgКОЕ/г, Clostridium — 2,00 ± 0,40 LgКОЕ/г, E. coli со сниженной ферментативной актив-
ностью — 3,04 ± 0,60 LgКОЕ/г, гемолитические микроорганизмы (E. сoli) — 0#, другие условно-патогенные бактерии (Klebsiella, Enterobacter, 
Proteus, Morganella, Citrobacter и др.) — 0,23 ± 0,12 LgКОЕ/г, S. aureus — 0#, грибы рода Candida — 0,10 ± 0,05 LgКОЕ/г.
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следующие особенности: установлена прямая связь 
активности АЛТ с количеством гемолитических E. сoli 
(r = 0,31; p < 0,05). Активность АСТ на стадии ЛПЭ была 
прямо пропорциональна численности Clostridium 
(r = 0,30; p < 0,05), грибов рода Candida (r = 0,64; p < 0,05) 
и E. coli со сниженной ферментативной активностью 
(r = 0,27; p < 0,05). Снижение белково-синтетической 
функции печени (уменьшение уровня общего белка 
и альбуминов) коррелировало с повышенным числом 
S. aureus (r = –0,37, и r = –0,40; p < 0,01); снижение альбуми
на с уменьшением количества Bifidobacterium (r = 0,45; 
р < 0,01). Отмечена достоверная обратная связь между 
содержанием тромбоцитов, снижающихся при ЛПЭ, 
и числом E. coli со сниженной ферментативной актив-
ностью (r = –0,37; p < 0,01), S. aureus (r = –0,30; p < 0,05). 
Ускорение СОЭ коррелировало со снижением 
Lactobacillus (r = –0,31; p < 0,05) и увеличением E. coli со 
сниженной ферментативной активностью (r  = 0,33; 
p < 0,01). Выявленные изменения у больных ХЗП сви-
детельствуют о том, что на фоне нарушений микробио-
ценоза толстой кишки происходит усугубление наруше-
ний функций печени, способствуя развитию более 
тяжелого состояния больных ХЗП и развитию ЛПЭ.

Для оценки клинического течения ЛПЭ у больных 
ХЗП использована шкала качества жизни SF-36. Уста-
новлено, что прогрессирование нервно-психической 
симптоматики сопровождается закономерным регрес-
сом всех показателей КЖ (р < 0,05). Наибольшее их сни-
жение наблюдалось у пациентов с ЛПЭ с дисбиозом тол-
стой кишки 3-й степени. Детальный анализ профиля 
SF-36 показал у пациентов с ЛПЭ снижение качества 
жизни по результатам оценки суммы субсфер и на уров-
не основных шкал (p < 0,05). Наибольшее ухудшение 
параметров КЖ при ЛПЭ было отмечены по шкалам 
GH (общего состояния здоровья) и VT (жизнеспособ-
ности), что нашло отражение в негативной оценке боль-
ными на данный момент своего состояния здоровья 
и перспектив на выздоровление. Полученные результа-
ты подтверждают, что ЛПЭ у пациентов ХЗП является 
причиной преждевременного прекращения трудовой 
деятельности и фактором ограничения трудоспособно
сти. Таким образом, церебральная дисфункция является 
детерминантом влияния заболевания на жизненную ак-
тивность больного.

Учитывая, что развитие ЛПЭ у больных ХЗП зависит 
от характера изменения микробиоты толстой кишки, кор-
рекция ЛПЭ проводилась с применением препаратов, 
восстанавливающих дисбиоз толстой кишки (Гепамин — 
группа 1, Мукофальк — группа 2, Ламинолакт — группа 
3), и препарата с доказанным гипоаммониемическим дей
ствием (Дюфалак — группа 4 (сравнения 1)), по схеме, 
описанной выше. Группу 5 (сравнения 2) составили па-
циенты, получавшие гепатопротектор Эссенциале Фор-
те Н.

По результатам исследования установлено, что 
у больных ХЗП с ЛПЭ на фоне применения Гепамина, 

Мукофалька, Ламинолакта и Дюфалака регистрирова-
лось уменьшение частоты и степени кишечного дисбиоза.

На фоне пре-/пробиотического лечения раньше все-
го положительная клиническая динамика зафиксирова-
на у пациентов 1-й группы, получавших Гепамин, через 
3–4 дня отмечалось уменьшение астеновегетативного 
синдрома, желудочной и  кишечной диспепсии 
у 19 (73,0%) больных. В группах 2 (Мукофальк) и 3 (Ла-
минолакт) уменьшение астенического и диспепсическо-
го синдрома в среднем происходило к 6–7 дню от начала 
приема и наблюдалось также у 17 (68,0%) и 13 (65,0%) 
больных. В группе 4 (группе сравнения 1) к 4–5 дню на 
фоне приема Дюфалака уменьшение астеновегетатив-
ного синдрома, синдрома желудочной и кишечной дис-
пепсии диагностировано у 14 человек (70,0%). В группе 
сравнения 2 (Эссенциале Форте Н) к 6–7 дню снижение 
диспепсического синдрома было у 4 (20,0%) больных. 
Через 4 недели больший процент пациентов, у которых 
полностью регрессировал астеновегетативный синдром, 
также отмечен в группе 1 — 88,4%.

Повышение работоспособности через 4 недели на 
фоне проводимого лечения отмечали 61,5% больных 
1-й группы, 56,0% — 2-й группы, 55,0% — 3-й группы 
и 60,0% — 4-й группы. В группе сравнения 2 (Эссенциале 
Форте Н) повышение работоспособности отметили 
только 6 человек (30,0%).

На фоне проводимой терапии через 4 недели у паци-
ентов 1, 2, 3-й групп значительно улучшилась белково-
синтетическая функция печени. В группах лиц с ХЗП, 
дополнительно получавших пищевое волокно, через 
1 месяц отмечен гиполипидемический эффект (р < 0,05), 
уменьшение значения индекса атерогенности (ИА). Ги-
полипидемический эффект у пациентов 1, 2 и 3-й групп 
обусловлен водорастворимым объем-формирующим 
компонентом пищевых волокон, связывающим желчные 
кислоты в тонкой кишке, снижая их реабсорбцию в тер-
минальном отделе подвздошной кишки и увеличивая их 
экскрецию с калом. По мнению Rosendaal G. M. (2004) 
и Успенского Ю. П. (2006), потеря желчных кислот при-
водит к повышенному их образованию из холестерина 
и уменьшению его запасов внутри клеток. Растворимые 
объем-формирующие фракции пищевых волокон рас-
щепляются кишечной микробиотой на короткоцепочеч-
ные жирные кислоты, ингибирующие ГМГ-КоА-редук-
тазу, снижая новый синтез холестерина.

Включение в комплексную терапию ХЗП с ЛПЭ 
средств, нормализующих микробиоту толстой кишки, 
приводило к уменьшению выраженности показателей 
холестаза (ЩФ (р < 0,05), ГГТП (р < 0,05)), цитолиза 
(АЛТ (р < 0,05), АСТ (р < 0,05), билирубина (р < 0,05)).

Применение про-/пребиотического лечения в ком-
плексной терапии пациентов ХЗП и ЛПЭ уменьшало 
выраженность показателей иммунного воспаления (IL-
1b и IL-8, ЦИК, γ-глобулин), что может быть обуслов-
лено уменьшением токсической и антигенной нагрузки 
на печень. Наибольшая тенденция к снижению показа-
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телей IL-1b в сыворотке крови наблюдалась у пациен-
тов, получавшей Мукофальк. В группе 3, получавших 
Ламинолакт, отмечено увеличение противовоспалитель-
ного IL-10.

Анализ результатов выполнения психометриче
ских тестов через 4 недели на фоне проводимой терапии 
подтвердил восстановление психомоторных функций 
у 18 (70%) больных 1-й группы, 17 (68%) и 13 (65%) па-
циентов 2-й и 3-й групп, 14 (70%) пациентов 4-й группы 
и 5% (1 человек) из группы сравнения (рис. 2)

Отмечена обратная корреляционная связь между 
временем ТСЧ и ТЛ и уровнем числа Lactobacillus у па-
циентов ХЗП с ЛПЭ (r = –0,29; р < 0,05 и r = – 0,20; 
р  <  0,05), прямая связь с  повышением количества 
S. aureus (r = 0,24; р < 0,05 и r = 0,23; р < 0,05), грибов 
рода Candida (r = 0,41; р < 0,05 и r = 0,36; р < 0,05), и меж-
ду временем ТСЧ и увеличением титра гемолитических 
E. coli (r = 0,24; р < 0,05). То есть восстановление микро
биоценоза толстой кишки способствовало улучшению 
психомоторной функции и приводило к разрешению ЛПЭ.

Достоверное улучшение показателей ЭЭГ через 4 не-
дели регистрировалось во всех группах: урежение час-
тоты α-ритма сохранялось только у 15,0% лиц 1-й груп-
пы, у 20,0% — во 2, 3 и 4-й группах (против 45,0% группы 
сравнения 2). Восстановления амплитуды колебаний на 
фоне лечения не зарегистрировано. Данные многоуров-
невого нейродинамического анализа через 4 недели по 
индексам А, В1, С1, Д1 в группах 1, 2, 3 (получавших 
средства, нормализующие микробиоту толстой кишки) 
также подтверждают уменьшение проявления ЛПЭ (па-
тент № 2462251 от 27.09.2012).

Восстановление микробиоценоза толстой кишки 
приводило к снижению токсической нагрузки на ки-
шечник и печень. Снижался синтез эндогенного амми-
ака и выработка клетками печени и кишечника провос-
палительных цитокинов, что в свою очередь приводило 
к обратному развитию и остановке процесса воспаления 
в основных органах детоксикации: кишечнике и печени, 
способствуя разрешению ЛПЭ. В результате исследо-
вания нами был установлен гипоаммониемический эф-
фект препарата Мукофальк, способствующего разреше-
нию ЛПЭ (получен патент на изобретение № 2462251 
от 27.09.2012).

В группах 1 (Гепамин), 2 (Мукофальк) и 3 (Ламино-
лакт) отмечено достоверное повышение по шкалам VT 
(жизнеспособность), GH (общее здоровье), SF (соци-
альное функционирование) (p < 0,05), показатели по 
шкалам RP (ролевое физическое функционирование) 
и RF (физическая активность) приблизились к анало-
гичным значениям группы здоровых лиц.

При анализе отдаленных результатов через 3 и 6 ме-
сяцев у пациентов ХЗП после пре-/пробиотической те-
рапии отмечалось снижение Lactobacillus и увеличение 
числа условно-патогенных микроорганизмов, грибов 
Candida по сравнению с результатами на фоне пре-/про-
биотического лечения; вновь отмечается увеличение 
времени выполнения ТСЧ и ТЛ; ухудшение психомо-
торных функций отмечено у  27% больных 2 группы, 
и 33% и 33% пациентов 3-й и 4-й групп по сравнению 
с результатом на фоне терапии.

При оценке качества жизни через 3 месяца в группах 
1 (Гепамин), 2 (Мукофальк) и 3 (Ламинолакт) сохранял-

Рис. 2. Динамика психометрического тестирования больных хроническими заболеваниями печени 
с латентной печеночной энцефалопатией на фоне терапии через 2 и 4 недели (тест связи чисел)

Примечание: по оси абсцисс — группы пациентов, по оси ординат — время, необходимое для выполнения психометрического тестирования (ТСЧ), 
с2 — различия статистически достоверны (p < 0,05) по сравнению с результатами группы 5 (группы сравнения 2) через 2 и 4 недели.
Статистически достоверных различий в группах 1, 2, 3 по сравнению с группой 4 (сравнения 1) выявлено не было.
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ся 50-балльный барьер по всем показателям, но при от-
даленных результатах, через 6 месяцев после пре-/про-
биотической терапии отмечено ухудшение показателей 
< 50-балльного барьера: RP — ролевого физического 
функционирования, GH — общего здоровья, VT — жиз-
неспособности. Отдаленные результаты, полученные 
через 3 и 6 месяцев после лечения, свидетельствуют о не-
обходимости повторного приема препаратов, улучшаю-
щих микробиоту толстой кишки, через 3 месяца.

Таким образом, полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что нарушение микробиоценоза толстой 
кишки у больных ХЗП способствует формированию 
ЛПЭ. Фармакотерапия средствами, нормализующими 
микробиоту толстой кишки, в  комплексном лечении 
ХЗП способствует разрешению, улучшая нейропсихи-
ческие функции больных с восстановлением их социаль-
ного уровня жизни.

Выводы

1.	 У  больных хроническими заболеваниями печени 
с латентной печеночной энцефалопатией выявлены 
особенности состава микробиоты толстой кишки 
с  преобладанием дисбиоза 1-й (38%) и  2-й (40%) 
степеней: при хроническом алкогольном гепатите — 
снижение числа бактерий рода Lactobacillus, увели-
чение E. сoli со сниженной ферментативной актив-
ностью, гемолитических E. coli, Clostridium и грибов 
рода Candida; неалкогольном стеатогепатите — уве-
личение числа грибов рода Candida, гемолитических 
E. coli и S. aureus; хроническом вирусном гепатите 
В  и  С  — повышение количества S.  aureus, грибов 
рода Candida, E. сoli со сниженной ферментативной 
активностью и условно-патогенных микроорганиз-
мов; при аутоиммунном гепатите  — преобладание 
условно-патогенных микроорганизмов (Klebsiella, 
Enterobacter, Proteus, Morganella, Citrobacter), сниже-
ние количества бактерий рода Lactobacillus.

2.	 Выявлена прямая корреляционная связь изменения 
микробиоценоза толстой кишки с развитием латент
ной печеночной энцефалопатии (r = 0,46; р < 0,01), 
показателями синдромов цитолиза (р  < 0,05), хо-
лестаза (р  <  0,05), печеночно-клеточной недоста-
точности (р  <  0,05), проявлениями портальной 
гипертензии (р  <  0,05). Дисбиоз толстой кишки 
у  больных хроническими заболеваниями печени 
является триггерным фактором развития латентной 
печеночной энцефалопатии, что способствует ухуд-
шению качества жизни пациентов за счет снижения 
социальной активности и физического компонента 
здоровья.

3.	 У  больных хроническими заболеваниями печени 
установлена эффективность использования средств, 
нормализующих микробиоту толстой кишки, «Ге-
памин», «Мукофальк», «Ламинолакт» для коррек-
ции латентной печеночной энцефалопатии.
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Введение
Первые клинические применения лазеров в медици-

не начались на самом раннем этапе развития лазерной 
техники — в 1962 году [1]. К настоящему времени круг 
этих применений вырос настолько, что можно говорить 
о появлении отдельного направления науки и техники — 
лазерной медицины. Сегодня лазеры используются 
практически во всех разделах современной медицины, 
включая хирургию, ангиологию, гематологию, гинеко-
логию, дерматологию, венерологию, кардиологию, мик-
робиологию, неврологию, онкологию, ортопедию, ото-
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риноларингологию, офтальмологию, стоматологию, 
терапию, травматологию, урологию и др. Большинство 
этих применений хорошо известно и подробно описано 
в научной литературе [2, 3]. В данной статье приведен 
краткий обзор новейших областей использования лазер-
ной техники в медицине.

Лазерная диагностика

Диагностика заболеваний, особенно на их ранних 
стадиях, является одной из важнейших задач современ-
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ной медицины. Эффективность лечения непосредствен-
но зависит от точности поставленного диагноза, что 
в свою очередь предъявляет высокие требования к диа-
гностическому оборудованию. Медицинская диагности-
ка состоит из нескольких этапов: 1) определение забо-
левания; 2) подбор правильного лечения; 3) мониторинг 
лечения и в некоторых случаях — обследование после 
его завершения. По сложившейся традиции, лазерная 
диагностика подразделяется на два направления: ex vivio 
и in vivo.

Оптическая диагностика или оптическая биопсия — 
современный метод для диагностирования различных 
заболеваний. Существует множество различных методов 
лазерной диагностики: интерферометрические и голо-
графические, абсорбционные и калориметрические ме-
тоды, рэлеевское рассеяние, лазерная спектроскопия 
Рамановского рассеяния, лазерный флуоресцентный 
анализ и оптическая когерентная томография [4, 5, 6, 7]. 
Эффективность перечисленных методов определяется 
характером взаимодействия фотонов света внутри объ-
екта исследования и на границе с окружающей средой.

Оптическая томография
К числу наиболее эффективных и перспективных 

лазерных методов диагностики в медицине относится 
оптическая томография (ОТ). ОТ позволяет получать 
изображения биологических тканей с пространственным 
разрешением, сравнимым с длиной волны зондирующе-
го излучения. Возможность подбора характеристик де-
тектируемого излучения порождает многообразие под-
ходов к получению информации. Существует несколько 
методов ОТ, имеющих общую схему измерения, осно-
ванную на последовательном измерении характеристик 
прошедшего или отраженного зондирующего излучения. 
При применении любых методов лазерной диагностики 
существует ряд проблем, одна из которых связана с осо-
бенностями распространения света в тканях. Биоткани 
характеризуются интенсивным рассеянием излучения 
видимого и ближнего ИК диапазонов и в ряде случаев — 
селективным поглощением, обусловленным наличием 
в составе тканей естественных хромофоров (в первую 
очередь гемоглобина и меланина). Для преодоления та-
кого рода трудностей было разработано несколько на-
правлений ОТ: оптическая диффузионная томография 
(ОДТ), предоставляющая возможность визуализации 
крупномасштабных объектов (томография мозга и мам-
мография); морфологические исследования относитель-
но тонких (менее 1 мм) слоев биотканей с помощью 
когерентных и поляризационных методов, а также оп-
тическая когерентная томография.

Оптическая когерентная томография (ОКТ) позво-
ляет получать изображения биологических микрострук-
тур с  латеральным пространственным разрешением 
в несколько микрон, которое ограничивается исключи-
тельно длиной когерентности излучения лазера. Метод 
ОКТ был разработан в 1991 году в Массачусетском тех-

нологическом институте [8]. Существует много его по-
тенциальных применений, однако сегодня он наиболее 
часто применяется в офтальмологии, кардиологии и он-
кологии. В настоящее время ОКТ — один из главных 
инструментов, используемых при устранении разнооб-
разных расстройств макулярной области сетчатки глаза. 
ОКТ позволяет строить изображения микроструктурной 
морфологии сетчатки человеческого глаза и является 
прецизионным средством измерения объемов и рассто-
яний во всех ретинальных и субретинальных областях. 
В ОКТ используются два различных алгоритма работы: 
первый реализует временную задержку и позволяет про-
водить измерения отраженного или рассеянного света; 
второй строит изображение сетчатки в ее поперечном 
сечении [9]. С помощью ОКТ можно получать изобра-
жения зрительного нерва или слоя нервных волокон 
сетчатки, определять скорость прогрессирования болез-
ни и оценивать результаты проведенной хирургической 
операции. В кардиологии ОКТ используется для изуче-
ния структурной целостности сердечно-сосудистой сис-
темы, клеточного и молекулярного анализа. Применение 
ОКТ в области онкологии позволяет диагностировать 
широкий спектр злокачественных новообразований на 
ранней стадии их развития.

Лазерные анализаторы
Иммунофенотипированный анализ — важный метод 

раннего диагностирования различных заболеваний (ос-
трый лейкоз, хронические лимфопролиферативные за-
болевания, злокачественная лимфома и др.). К числу 
таких методов относится, в частности, метод проточной 
цитометрии, который заключается в исследовании кле-
ток при помощи моноклональных антител или иных 
зондов, позволяющих получить представление о типе 
клеток и их функциональном состоянии по наличию 
того или иного набора клеточных маркеров. Применение 
данного метода позволяет получать сведения о состоя-
нии пациента, исследовать природу некоторых заболе-
ваний и прогнозировать дальнейшее развитие болезни.

Лазерные цитометры
Впервые технология анализа клеток в потоке жид-

кости была описана Уоллесом Коултером в 1950 году 
[10], однако первые коммерческие образцы проточных 
цитометров появились лишь двадцать лет спустя и об-
ладали рядом серьезных недостатков (высокая стои-
мость, сложность управления, большие габаритные раз-
меры). Переход к использованию лазерных излучателей 
позволил сделать современные цитометры компактными 
и простыми в использовании приборами. Принцип дей
ствия проточного лазерного цитометра основан на из-
мерении коэффициента рассеяния клетки, движущейся 
в струе жидкости. Общая схема проточного цитометра 
представлена на рисунке 1.

Система построена таким образом, что имеет про-
точную ячейку в виде тонкого прозрачного капилляра. 
Благодаря гидродинамической фокусировке создаются 
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условия ламинарного потока без перемешивания сус-
пензии клеток: клетки движутся друг за другом и пере-
секают лазерный пучок, что приводит к рассеянию из-
лучения. При измерениях с использованием данного 
прибора определяется уровень флуоресценции химиче
ских соединений, входящих в состав клетки (аутофлуо-
ресценция) или специально введенных в исследуемый 
образец. Скорость потока составляет от 30 до 40 км/ч, 
что обуславливает высокую производительность метода 
по сравнению со стандартными лабораторными подхо-
дами. Рассеянный свет детектируется фоточувствитель-
ным элементом. В качестве источника излучения при-
меняют аргоновый, гелий-неоновый и  криптоновый 
лазеры. Проточный цитометр позволяет проводить ана-
лиз крови, костного мозга, ликвора, суставной плевраль-
ной и асцитической жидкостей [11].

Данный метод находит применение в иммунологии 
(иммунофенотипирование клеток периферической кро-
ви, определение фагоцитарной активности, определение 
внутриклеточных цитокинов, определение внутрикле-
точных белков, определение пролиферативной актив-
ности, исследование клеточного цикла, оценка клеточ-
ной цитотоксичности), онкологии (количественный 
анализ ДНК, выявление анеуплоидного клона, опреде-
ление специфических маркеров, оценка состояния им-
мунной системы), цитологии (определение цитоморфо-
логической принадлежности клетки, оценка активности 
внутриклеточных ферментов, определение экспрессии 
поверхностных антигенов, измерение физиологических 
параметров клетки) и гематологии (подсчет ретикуло-
цитов, анализ тромбоцитов по специфическим маркерам, 
диагностика лимфопролиферативных заболеваний, диа-
гностика острых лейкозов, оценка минимальной рези-
дуальной болезни).

Альтернативой классическому методу лазерной ци-
тометрии является газоаналитический метод. В продук-
тах кислородного обмена содержится около 600 различ-
ных химических соединений. В результате анализа их 
концентрации можно получить данные об уровне гемо
глобина, обнаружить хронические инфекционные воспа
ления, сахарный диабет и инфекции дыхательных путей 
[12].

Метод неинвазивной спектрометрии
Метод неинвазивной спектрометрии (МНС) позво-

ляет проводить диагностику в условиях живого организ-
ма и не требует предварительной подготовки образцов. 
МНС включает: лазерную доплеровскую диагностику 
(ЛДФ), лазерную флуоресцентную диагностику (ЛДФ) 
и оптическую тканевую оксиметрию. ЛДФ является 
наиболее отработанным методом МНС и позволяет про-
водить диагностику мелкососудистого кровотока. Луч 
лазера направляется на участок кожи, под которым на-
ходится близкорасположенный сосуд. Свет, отраженный 
от поверхности кожи, не имеет частотного сдвига, в то 
время как свет, отраженный от движущихся клеток (на-
пример, красные кровяные тельца), приобретает допле-
ровский сдвиг частоты. Степень сдвига прямопропор-
ционально зависит от скорости кровотока, что 
и позволяет проводить ее измерения. Данный метод при-
меняется для дифференциальной диагностики патоло-
гий различных заболеваний лимфатических и артери-
альных сосудов, исследования влияния методов лечения 
на мозговое кровоснабжение и др.

Исследование сетчатки глаза  
с помощью методов адаптивной оптики
Зрение — это сложная система формирования и об-

работки изображений окружающего мира. Главным сен-
сорным органом зрительной системы является глаз. 
Современная офтальмология рассматривает глаз как 
сложную оптическую систему, которая обладает такими 
дефектами, как астигматизм и оптические аберрации. 
Применение методов адаптивной оптики позволяет ре-
шить проблему коррекции аберраций волнового фронта 
глаза, а, следовательно, улучшить качество изображения. 
На рисунке 2 представлена общая схема оптической сис-
темы с применением адаптивных зеркал для коррекции 
искажений волнового фронта.

Свет от источника излучения (лазера) фокусирует-
ся на поверхности сетчатки человеческого глаза. Адап-
тивное зеркало корректирует искажения волнового 
фронта, индуцированные аберрациями оптической сис-
темы глаза.

В октябре 2012 года Дэвид Уильямс впервые пред-
ставил научной общественности адаптивную оптиче
скую систему, которая позволяет снизить рефракцион-
ные ошибки в 10 раз [13]. Свет, отраженный от сетчатки, 
фокусируется на устройстве, которое называется датчи-
ком волнового фронта и служит для измерения оптичес-
ких аберраций. Эта информация используется для из-
менения формы поверхности адаптивного зеркала, 
в результате чего и происходит коррекция искажений 
волнового фронта. С применением методов адаптивной 
оптики (АО) были получены высококачественные изоб-
ражения сетчатки глаза: колбочек (латеральное разре-
шение около 5 мкм) и палочек (разрешение 2 мкм).

Применение методов адаптивной оптики (АО) поз-
воляет улучшить возможности и других диагностиче

Рис. 1. Схема проточного цитометра

Источник
излучения

Приемник
излучения
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ских приборов. Так, латеральное разрешение сканирую-
щего лазерного офтальмоскопа, дополненного 
адаптивными зеркалами, составляет менее 2 мкм. Кроме 
того, методы АО позволяют усовершенствовать и метод 
ОКТ (его латеральное разрешение может быть увеличе-
но до 3 мкм).

Традиционные средства измерения остроты зрения 
не позволяют обнаруживать серьезные деградации гла-
за, так как зрительная система человека весьма устой-
чива к потере фоторецепторов. Построение изображения 
поверхности сетчатки может играть очень важную роль 
в лечении некоторых серьезных заболеваний зрительной 
системы. С применением методов АО можно получить 
данные о количестве клеток на сетчатке пациента. Про-
ведение повторных измерений позволяет установить 
скорость прогрессирования болезни и составить прогноз 
о ее дальнейшем развитии. В качестве примера приме-
нения такого подхода можно привести мониторинг про-
грессирования пигментного ретинита — редкого наслед
ственного заболевания, обусловленного постепенной 
дегенерацией сетчатки.

Рис. 3. Фоторецепторная мозаика

Исследование самого органа зрения также играет 
очень важную роль. Ганглиозные клетки — это нервные 
клетки, расположенные на сетчатке глаза, способные 
генерировать электрические импульсы. Аксоны гангли-
озных клеток направляются к пятну Мариотта и обра-
зуют зрительный нерв. Следовательно, ганглиозные 
клетки играют важную роль в системе формирования 
и передаче зрительной информации в головной мозг. 
Увеличение разрешающей способности фундус-камеры, 
достигнутое с помощью АО-коррекции изображения 
сетчатки глаза, позволило получить данные о количе
стве ганглиозных клеток на поверхности сетчатки (ко-
торое составило 1,2 млн клеток), а также разделить их 
на 17 различных классов. Дэвид Уильямс и Билл Мери-
ган в течение года наблюдали активность ганглиозных 
клеток и установили, что во время передачи нервных 
импульсов ганглиозные клетки начинают светиться [14]. 
Конечно, предстоит узнать еще очень многое о гангли-
озных клетках, однако уже сейчас установлено, что не-
которые заболевания зрительной системы, например, 
глаукома, провоцируют их гибель.

В течение длительного времени возможности иссле-
дования органа зрения были ограничены по причине 
того, что используемое оборудование не позволяло ис-
следовать восприятие света одиночной фоторецептор-
ной клеткой. Однако оптическая коррекция, основанная 
на использовании методов АО, позволяет осуществить 
фокусировку фундус-камеры на одиночном фоторецеп-
торе, что открывает новые уникальные возможности 
в этой области.

Существует несколько областей применений АО для 
исследования органа зрения. Первый — построение то-
пографической карты распределения красных, зеленых 
и синих колбочек. Это распределение, в основном, носит 
случайный характер, однако было установлено, что от-

Рис. 2. Схема адаптивной оптической системы
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ношение красных колбочек к зеленым составляет 1 к 40. 
Второе применение — понимание зрительного процесса 
на клеточном уровне. Так, стимуляция колбочек на раз-
ных длинах волн зондирующего излучения дала удиви-
тельные результаты. Ранее считалось, что каждый тип 
колбочек ответственен за восприятие одного цвета 
и если на колбочки, чувствительные к красному свету, 
попадет желтый свет, то мозг человека все равно получит 
информацию только о красном свете. Однако опытным 
путем было установлено, что при фокусировке лазерно-
го излучения с длиной волны 580 нм на одиночном фо-
торецепторе человек может увидеть семь разных цветов, 
но отнюдь не предполагаемые красный, зеленый и синий 
[15]! Третье применение — это исследование дальтониз-
ма. Многие специалисты считали, что за этот дефект 
зрения отвечают различные наборы генов, однако диф-
ференциальный подход к набору генов не рассматривал-
ся. Джо Кэрролл использовал адаптивную оптику для 
получения профиля распределения колбочек на сетчат-
ке глаза человека, страдающего дальтонизмом. В резуль-
тате было установлено, что мозаика колбочек людей 
с одним генетическим образцом выглядит совершенно 
нормально, в то время как у людей с другим генетиче
ским образцом — пропущены определенные типы кол-
бочек [16].

Хотя применение адаптивной оптики открывает ши-
рочайшие перспективы для исследования органа зрения 
и лечения различных заболеваний, существует серьезная 
проблема, которая пока сдерживает широкое внедрение 
этой техники в офтальмологию. Речь идет о высокой 
стоимости адаптивных оптических систем. Поэтому про-
гресс развития и внедрения современных фундус-камер 
на основе АО в медицину будет во многом зависеть от 
экономических факторов.

Применение лазеров при создании имплантатов
В последние годы в медицине произошел значитель-

ный прогресс в области создания и применения имплан-
татов. В настоящее время существует несколько главных 
областей применения имплантатов: стоматологические 
имплантаты, индивидуальные имплантаты для пласти-
ческой хирургии, синтетические имплантаты для замены 
внутренних органов и конечностей (протезирование). 
О высоком уровне развития технологии имплантатов 
говорит тот факт, что сегодня уже существуют мозговые 
имплантаты, предназначенные для вживления в мозг 
человека с  целью регистрации мозговых импульсов 
и стимулирования нейронной активности [17]. Кохле-
арный имплантат позволяет частично или полностью 
восстановить слух некоторым пациентам с выраженной 
или тяжелой степенью нейросенсорной тугоухости [18].

Значительный прогресс в технологии создания им-
плантатов был достигнут в последние годы, в том числе, 
благодаря внедрению в эту сферу лазерного 3D-скани-
рования. Это позволило значительно повысить точность 
изготовления индивидуальных имплантатов и одновре-

менно привело к значительному упрощению технологи-
ческого процесса. Дело в том, что крайне важным требо-
ванием современного протезирования является 
необходимость изготовления высокоточных копий ори-
гинала. Следует заметить, что данное требование каса-
ется в  первую очередь протезирования конечностей, 
органа зрения и зубов. Во всех случаях это важно не 
только с эстетической точки зрения. Эксплуатация им-
плантата, который по своим геометрическим размерам 
наиболее приближен к утраченному органу, существен-
но упрощается, а, следовательно, заметно улучшается 
качество жизни инвалида [19].

Основным требованием к лазерным сканерам при 
их использовании для изготовления имплантатов явля-
ется создание 3D-модели с  максимально возможной 
точностью. По этой причине обычно применяют лазер-
ные сканеры, принцип действия которых основан на 
использовании метода оптической триангуляции. Такие 
сканеры позволяют производить измерения координат 
отдельных точек поверхности измеряемого объекта 
с микронной точностью. Создаваемая в результате ска-
нирования 3D-модель представляет собой компьютер-
ный файл, который содержит данные об объеме скани-
руемого объекта, площади его поверхности 
и геометрической форме измеряемого объекта.

К числу областей медицины, где использование тех-
нологии имплантатов (в том числе, изготовленных с по-
мощью 3D-сканирования) является наиболее востребо-
ванным, относится стоматология. Однако существуют 
другие не менее важные области ее применения. В их 
числе можно упомянуть, например, изготовление груд-
ных протезов.

Рак молочной железы (РМЖ) — это злокачествен-
ная опухоль железистой ткани молочной железы, наибо-
лее часто встречающаяся форма рака среди женщин. 
В 2008 году было зафиксировано 1,4 млн случаев РМЖ, 
почти 460 тыс. женщин погибло [20]. По статистике рак 
молочной железы занимает второе место в мире, после 
рака легких. В течение 70 лет мастэктомия считалась 
стандартом хирургического лечения РМЖ. По частоте 
использования эта операция, даже на сегодняшний день, 
занимает первое место. Суть операции заключается 
в удалении молочной железы, жировой клетчатки и в за-
висимости от вида мастэктомии — удалении малой и/
или большой грудной мышцы. Результатом радикальной 
операции становится полное удаление груди. Для созда-
ния индивидуального имплантата, максимально при-
ближенного по своей форме к молочной железе, которая 
подлежит удалению в ходе предстоящей операции, вы-
полняется полное 3D-сканирование грудной клетки 
(см. схему на рисунке 4). Область сканирования должна 
охватывать верхнюю, нижнюю и боковые границы груд-
ной области.

В процессе сканирования лазерный пучок с помо-
щью системы развертки луча движется по поверхности 
грудной клетки и проводит измерение ее координат в от-
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дельных точках. Чем ближе точки, в которых произво-
дятся измерения координат по трем осям (X, Y, Z), тем 
выше точность 3D-модели, которая представляет собой 
так называемое облако точек. Поскольку обработка дан-
ных лазерного сканирования чаще всего осуществляет-
ся программистом «вручную», на этапе создания 3D-мо-
дели в  соответствии с  требованиями хирурга или 
самого пациента возможна корректировка формы мо-
лочной железы.

Для сканирования частей человеческого тела обыч-
но используются лазерные 3D-сканеры триангуляцион-
ного типа, обеспечивающие точность измерений на уров-
не 50–150 мкм. В качестве источника излучения в таких 
сканерах (в том числе сканерах, используемых при ска-
нировании грудной клетки) обычно используют полу-
проводниковый лазер с длиной волны 650 нм и мощнос-
тью излучения около 5 мВт. При сканировании груди 
существует серьезная проблема, связанная с точностью 
измерений лазерного сканера. Во время дыхательного 
процесс грудная клетка интенсивно сужается и расши-
ряется (средняя величина смещения составляет 2 мм, 
а частота вдохов — 12 в минуту), что может приводить 
к погрешности измерений. Однако данная проблема ре-
шается с помощью методов пространственной фильтра-
ции [21].

Другая очень серьезная проблема заключается в том, 
что в некоторых случаях оказывается невозможным вы-

полнить сканирование протезируемого органа. Но эта 
проблема решается следующим образом. Если у челове-
ка отсутствует, например, один из пальцев правой руки, 
можно провести сканирование соответствующего паль-
ца левой руки. После создания его 3D-модели ее необ-
ходимо инвертировать (т. е. получить зеркальное отоб-
ражение). Далее методом быстрого прототипирования 
(подробнее об этом будет сказано ниже) изготавливают 
точную копию утраченного пальца из синтетического 
материала. Качество получаемых таким образом имп-
лантатов столь высоко, что они могут воспроизводить 
даже поверхностную структуру кожи данного конкрет-
ного человека. Таким образом, применение лазерного 
3D-сканирования позволяет получать протезы, по своим 
свойствам и визуальному восприятию совершенно иден-
тичные утраченным конечностям.

Современные медицинские имплантаты могут быть 
использованы для замены практически любого органа. 
К материалам для изготовления медицинских имплан-
татов предъявляется ряд особых требований: устойчи-
вость к коррозии, биосовместимость, биоадгезия, био-
функциональность, обрабатываемость и доступность. 
Технология создания современных медицинских имп-
лантатов базируется на системах автоматизированного 
проектирования.

Тканевая инженерия позволяет создавать новые тка-
ни и органы для терапевтической реконструкции по

Рис. 4. Лазерное 3D сканирование грудной клетки
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врежденного органа посредством доставки в нужную 
область опорных структур, клеток, молекулярных и ме-
ханических сигналов для регенерации. Обычные имп-
лантаты из инертных материалов могут устранить толь-
ко физические и механические недостатки поврежденных 
тканей. Целью тканевой инженерии является восстанов-
ление биологических (метаболических) функций, т.   е. 
регенерация ткани, а не простое замещение ее синтети-
ческим материалом. В настоящее время для изготовле-
ния тканеинженерного имплантата используются тех-
нологии быстрого прототипирования.

Технология быстрого прототипирования — техноло-
гия формирования трехмерных объектов путем посте-
пенного наращивания слоев материала или изменения 
фазового состояния вещества в заданной области про-
странства. Наиболее развитой технологией быстрого 
прототипирования является технология лазерной сте-
реолитографии (ЛС) [22], основанная на инициирован-
ной лазерным излучением полимеризации жидких фо-
тополимеризующихся композиций (ФПК). Данная 
технология имеет существенный недостаток, ограничи-
вающий ее применение в медицине, — компоненты ФПК 
(акриловые или эпоксидные мономеры, низкомолеку-
лярные олигомеры, а также фотоинициаторы и ингиби-
торы) являются крайне токсичными. Поэтому для при-
менения биоимплантатов на основе метода ЛС 
требуется специальная очистка. Второй недостаток — 
ФПК не является биорезорбируемой структурой, то есть 
не растворяется со временем в организме. ЛС включает 
в себя три этапа: 1) создание базовой модели изготавли-
ваемого образца в электронном формате; 2) разбиение 
модели образца на тонкие слои для расчета траектории 
движения лазерного луча по каждому сечению; 3) по
следовательное воспроизведение соответствующих се-
чений на поверхности жидкой ФПК сфокусированным 
лазерным лучом. Следует заметить, что ФПК практи-
чески полностью поглощает лазерное излучение. По
следовательный переход от одного слоя к другому мож-
но осуществлять двумя способами: движением 
платформы относительно источника излучения или сме-
щением источника излучения. Первый способ предпоч-
тительнее, так как в этом случае механическое влияние 
движущихся конструкций сводится к минимуму, что 
существенно снижает погрешность. В обоих случаях 
расстояние смещения выбирается равным глубине слоя 
(от 0,05 до 1 мм). Операция повторяется до завершения 
процесса изготовления, а количество циклов зависит от 
геометрических размеров изделия. Затем изделие под-
вергается финальной обработке, которая в зависимости 
от области применения изготавливаемого образца может 
включать следующие этапы: обработка мощной ультра-
фиолетовой лампой для достижения максимальной кон-
версии жидких мономеров в твердый полимер, промыв-
ка в  ацетоне, сушка полученной детали и  удаление 
технологических подпорок. Для удовлетворения требо-
ваний тканевой инженерии структура образца должна 

иметь пористый характер. Для формирования пористо
сти удобно использовать сверхкритическую двуокись 
углерода. Двуокись углерода, обладая низкой вязкостью, 
высоким коэффициентом диффузии и высокой раство-
ряющей способностью, позволяет реализовать экстрак
цию растворимых токсичных соединений из биоматери-
алов, полимеров, различных пористых структур. 
Образования пористой структуры можно достичь двумя 
способами: 1) удаление экстрагируемых веществ; 2) на-
бухание полимера в результате его взаимодействия со 
сверхкритической двуокисью углерода. Следует заме-
тить, что степень интеграции полученного образца за-
висит от неровностей рельефа и количества созданных 
пор, в  которые врастает костная ткань. Применение 
сверхкритической двуокиси углерода заметно ускоряет 
процесс интеграции изготовленного имплантата. Со
временные достижения технологии позволяют исполь-
зовать метод ЛС для челюстно-лицевой и стоматологи-
ческой реконструкции, тканевой инженерии, а также 
в гинекологии и судебной медицине.

Второй лазерной технологией быстрого прототипи-
рования служит технология селективного лазерного 
спекания (СЛС), основанная на формировании объекта 
из плавкого порошкового материала. Однако объемное 
поглощение и полный расплав полимерных частиц не 
позволяют использовать СЛС для спекания термически 
нестабильных систем — биорезорбируемых алифатиче
ских полиэфиров, представляющих наибольший интерес 
для имплантологии и тканевой инженерии. Развитием 
метода СЛС стал метод поверхностного селективного 
лазерного спекания (ПСЛС), предложенный Институтом 
проблем лазерных и информационных технологий РАН. 
В отличие от СЛС, метод ПСЛС основан на нагревании 
распределенных по поверхности полимерных частиц, 
сенсибилизаторов (частиц углерода). Такое распределе-
ние способствует равномерному распределению энергии 
излучения, а процесс спекания происходит без измене-
ния биохимического состава частиц полимера, а также 
деструкции молекул полимера и присутствующих в нем 
биологически активных веществ. При использовании 
ПСЛС излучение поглощается только частицами сен-
сибилизатора, что значительно уменьшает зону перегре-
ва. Подбирая частотные характеристики излучения и его 
интенсивность, можно управлять процессом спекания 
и сформировать трехмерную структуру за счет плавле-
ния только верхних слоев полимерных частиц, что поз-
воляет избежать нежелательного перегрева внутренних 
слоев. Следует заметить, что толщина слоев порошка 
достигает 3 мм. Варьируя параметры излучения, можно 
менять режимы спекания, что приведет к различным 
термальным эффектам и различным степеням интегра-
ции соответственно. Изготовленные матрицы будут 
иметь различную пористость и твердость, что значитель-
но расширяет спектр применения данной технологии 
и позволяет повысить эффективность технологического 
процесса за счет формирования конкретных областей 
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Рис. 5. Индивидуальный дентальный эндопротез

Рис. 6. Индивидуальный эндопротез черепа

применения изготавливаемого образца. Механические 
характеристики формируемых структур также зависят 
от геометрических параметров и структуры используе-
мых полимерных частиц. Важным достижением явля-
ется отсутствие токсичности полученных структур. Ме-
тод ПСЛС позволяет получать полимерные матрицы 
с биоактивными протеинами, что, в свою очередь, зна-
чительно увеличивает скорость интеграции. В качестве 
главных областей применения технологии ПСЛС мож-
но выделить: челюстно-лицевую хирургию; нейрохирур-
гию; хирургию позвоночника; ортопедию.

Представленные методы обладают высоким про-
странственным разрешением (0,1 мм). В настоящее вре-
мя модифицированные методы ЛС и СЛС позволяют 
получать полимерные композитные биоактивные инди-
видуальные имплантаты [23].
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Заключение
Лазеры пришли в биомедицину более сорока лет 

назад, но до сих пор продолжаются активные поисковые 
научно-исследовательские работы с целью расширения 
областей их практического применения. Приведенный 
в данной статье обзор научной литературы показывает, 
что лазерная медицина по-прежнему является передовой 
и быстроразвивающейся областью науки и техники. По-
этому данное научное направление, безусловно, получит 
дальнейшее развитие, и нет сомнений, что в ближайшие 
годы мы станем свидетелями новых открытий в этой 
области.
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Итак, обязательная проверка боксов — это данность, 
прописанная в нормативных документах и являющаяся 
руководством к действию для каждого заведующего ла-
бораторией.

Поскольку защитные свойства, гарантирующие без
опасность работы персонала, напрямую зависят от тех-
нического состояния бокса, вопрос подбора грамотного 
сервисного инженера приобретает большое значение. 
И в самом деле, как определить, является ли приглашен-
ный вами специалист достаточно компетентным для 
подобной работы? И что необходимо знать заведующе-
му лабораторией (или лицу, ответственному за проведе-
ние проверок боксов микробиологической безопас
ности), чтобы избежать общения с непрофессионалами? 
Ответы на эти вопросы дают специалисты ЗАО «Лами-
нарные системы»*.

Состав проверок
Прежде всего, необходимо знать перечень того, что 

подлежит проверке в эксплуатируемых боксах. Руко-
водствуясь ГОСТ Р ЕН 12469‑2010 «Биотехнология. 
Технические требования к боксам микробиологической 

*  ЗАО «Ламинарные системы»  — производитель ла-
бораторного оборудования, инициатор внедрения нового 
национального стандарта ГОСТ Р ЕН 12469‑2010, разработ-
чик специальных методик проверки и  тестирования боксов 
микробиологической безопасности.

В структуре предприятия есть участок приемо-сдаточных 
испытаний, оснащенный самыми современными приборами 
и оборудованием. Каждое готовое изделие проходит здесь все
сторонний контроль качества в соответствии с требованиями 
российских и  европейских стандартов. Методики проверки 
и  тестирования постоянно совершенствуются. Инженеры 
предприятия регулярно обмениваются опытом с отечествен-
ными и  зарубежными специалистами. На базе предприятия 
проводятся обучающие семинары для сервисных инженеров.

безопасности»**, можно констатировать, что содержание 
перечня проверок зависит от типа испытаний — на со-
ответствие классу, после монтажа или при техническом 
обслуживании боксов. Но независимо от типа испыта-
ний, в каждом случае обязательно проверяются:
	 —  работоспособность системы управления;
	 —  целостность фильтров;
	 —  параметры воздушного потока;
	 —  направление движения воздушного потока;
	 —  работоспособность систем аварийной 

     сигнализации.
Знание состава проверок позволит определить сте-

пень компетентности сервисного инженера. Попросите 
его объяснить, что именно он собирается проверить 
в боксах вашей лаборатории.

Оборудование и приборы
Арсенал сервисного инженера может варьироваться, 

но наличие некоторых приборов является обязательным, 
поскольку без них просто невозможно произвести необ-
ходимые измерения. К таким приборам относятся:
	 —  термоанемометр 

     (для измерения скорости воздушного потока);
	 —  счетчик аэрозольных частиц 

     (для проверки целостности установленных 
     фильтров);

	 —  генератор дыма (для визуализации 
     воздушного потока).

Убедитесь в наличии этих приборов у сервисного 
инженера. К слову сказать, стоимость подобного осна-

**  ГОСТ Р ЕН 12469‑2010 «Биотехнология. Технические 
требования к  боксам микробиологической безопасности» 
является аутентичным переводом европейского стандарта EN 
12469:2000 «Biotechnology — Performance criteria for microbio-
logical safety cabinets».

ПРИЗНАКИ КВАЛИФИКАЦИИ, ИЛИ «…СЕРВИСНОГО ИНЖЕНЕРА ВЫЗЫВАЛИ?»

«… Боксы биологической безопасности должны проверяться на защитную эффективность:
—  после монтажа и подготовки к использованию;
—  не реже одного раза в год при наличии фильтров предварительной очистки воздуха от крупно-

дисперсных частиц;
—  не реже одного раза в полугодие при отсутствии фильтров предварительной очистки воздуха 

от крупнодисперсных частиц;
—  после перемещения или ремонта бокса.

При проверке должна определяться эффективность работы фильтров очистки воздуха, скорость 
воздушного потока в рабочем проеме бокса…»

(СП 1.3.2322-08)
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щения исчисляется сотнями тысяч рублей, и если у спе-
циалиста такое оборудование есть, значит, к вопросу 
сервисного обслуживания он подходит со всей ответ
ственностью.

Согласно ГОСТ Р ЕН 12469‑2010, «… Все оборудо-
вание, используемое для таких испытаний, должно быть 
сертифицировано и периодически откалибровано. Дата 
последней калибровки должна быть зафиксирована и лег-
ко доступна для визуализации». Поэтому не стесняйтесь 
попросить сервисного инженера показать вам ежегодно 
выдаваемые свидетельства о поверке на используемые 
приборы и оборудование. Обратите внимание, что вы-
дача подобных сертификатов должна осуществляться 
органом, получившим государственную аккредитацию 
на осуществление этой деятельности.

Подтверждающие документы
По окончании работы сервисный инженер должен 

выдать протокол испытаний и, при необходимости, акт 
выполненных работ. Здесь также есть определенные тре-
бования. В частности, протокол испытаний должен со-
держать:
	 —  отметку о типе проводимых испытаний 

     (на соответствие ТУ, ГОСТ, СП и т.  п.);
	 —  наименование модели и серийного номера 

     проверяемого оборудования;
	 —  результаты проверок;
	 —  результаты проведенных измерений;
	 —  отметки о наличии свидетельства о поверке  

     на приборы и оборудование, используемые  
     для измерений;

	 —  реквизиты организации, направившей  
     специалиста.

Помимо обязательных проверок, существуют и дру-
гие, необходимость которых обусловлена типом испы-
тания. Полную информацию об испытании боксов мик-
робиологической безопасности содержит ГОСТ Р ЕН 
12469‑2010.

Специалисты ЗАО «Ламинарные системы», как ини-
циаторы разработки и внедрения этого ГОСТа, готовы 
ответить на любые вопросы по эксплуатации и сервис-
ному обслуживанию боксов микробиологической безо-
пасности. Для этого на сайте www.lamsys.ru создана фор-
ма обратной связи.

Рис. 1. Измерение скорости воздушного потока термоанемометром Рис. 2. Проверка целостности НЕРА фильтра 
счетчиком аэрозольных частиц

Рис. 3. Визуализация движения потоков воздуха  
с помощью генерации дыма

ЗАО «Ламинарные системы»	 (3513) 544‑744		  www.lamsys.ru


