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РЕЗЮМЕ
Эксперимент с хроническим воздействием алкоголя на животных в определенной степени может отражать 

картину длительного его употребления человеком при алкоголизме. Изучить ультраструктурные изменения 
внутренних органов, в том числе репродуктивной системы, у человека, как при остром, так хроническом 
употреблении алкоголя в полной мере невозможно, но при этом результаты, полученные в эксперименте, могут 
быть экстраполированы на человека.

Полученные результаты показали, что изменения в паренхиматозно-стромальных элементах тестикул при 
хронической алкоголизации сводятся к дистрофическим изменениям и соединительнотканной трансформации 
сперматогенного эпителия. Ткань яичек характеризуется выраженными циркуляторными расстройствами с 
полнокровием и стазом в посткапиллярах и мелких венах, разволокнением стенок капилляров, что приводит к 
отеку, явлениями периваскулярного и интерстициального склероза, с очагами выраженного гиалиноза. Клетки 
Лейдига испытывают трофический дефицит, что подтверждается скоплением митохондрий на периферии 
клеток в местах контакта с капиллярами. Множественные липидные включения, расположенные в цитоплазме 
клеток Сертоли, также свидетельствуют о нарушении трофики сперматогенного эпителия и развитии жировой 
дистрофии. Наиболее выраженные изменения отмечаются к 2 и 3 месяцу алкоголизации. К 6 месяцам 
модельного эксперимента динамика нарастания морфологических изменений, как в паренхиме, так и в строме 
органа замедляется, что свидетельствует о частичной его адаптации к постоянной интоксикации этиловым 
алкоголем. 

Ключевые слова: алкоголь; яички; хроническое отравление; ультраструктура.
MORPHOLOGYCAL CHANGES IN THE TESTES OF EXPERIMENTAL 

ANIMALS IN CHRONIC ALCOHOL POISONING

Babanin A. A.1, Ulanov V. S.2

1V. I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russia 
2Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The experiment with the chronic effects of alcohol on experimental animals reflects the picture of long-term use of 

alcoholic beverages by a person with alcoholism. It is impossible to fully study the ultrastructural changes in internal 
organs, including the reproductive system, in humans, both in acute and chronic alcohol consumption, but the results 
obtained in the experiment can be extrapolated to humans.

The results obtained showed that changes in the parenchymal-stromal elements of the testicles during chronic 
alcoholization are reduced to dystrophic transformation of the spermatogenic epithelium. The testicular stroma is char-
acterized by pronounced circulatory disorders with plethora and stasis in the postcapillaries and small veins, edema, 
phenomena of perivascular and interstitial sclerosis, with foci of pronounced hyalinosis, most expressed by 2-3 months 
of alcoholism. By 6 months of the model experiment, there was no dynamics of the growth of morphological changes, 
partial adaptation to constant intoxication with ethyl alcohol.

Key words: alcohol; testicles; chronic poisoning; ultrastructure.

Свыше 15% семейных пар в Российской Фе-
дерации страдают бесплодием, при этом муж-
ское бесплодие предопределяет до 50% бесплод-
ных пар. Чрезмерное употребление алкоголя, 

согласно многочисленным исследованиям [1; 2; 
3; 11; 12], является одной из основных причин 
мужского бесплодия. При настоящих объемах 
употребления этилового алкоголя мужчинами 
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репродуктивного возраста это представляет, как 
медицинскую, так и социальную проблему, да-
лёкую от своего решения [8; 10].

Изучение особенностей и динамики морфо-
логических изменений в яичках при хрониче-
ской алкогольной интоксикации на ультраструк-
турном уровне представляет большой интерес 
для определения основных звеньев патогенеза 
нарушений репродуктивной функции у лиц 
мужского пола при длительном (хроническом) 
употреблении алкогольных напитков [9].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В эксперименте у крыс (половозрелые кры-

сы-самцы линии «Вистар», массой от 160 до 
200 грамм) моделировалось состояние хрони-
ческой алкогольной интоксикации. Ежеднев-
но однократно внутрижелудочно вводили 40% 
раствор этилового спирта из расчета 7 грамм 
на килограмм массы тела животного в сутки в 
течение следующих временных промежутков: 
2-х недель, 1, 2, 3, 6 месяца (всего 30 крыс, по 
6 крыс в каждой серии опыта). Для проведения 
эксперимента по хронической алкогольной ин-
токсикации применялась методика Соловьева 
А. Г. (использование крыс при моделировании 
органопатологии обусловленной употреблением 
алкоголя) [4].

Контрольную группу составили 30 крыс-
самцов (по 6 крыс на каждую серию опыта). Ра-
цион питания и условия содержания были иден-
тичными для контрольной и экспериментальной 
группы животных. 

Материал для световой микроскопии под-
вергали стандартной гистологической провод-
ке, использовали окраску гематоксилином и 
эозином [5].

Материал (ткань яичка размером 1х1х1 мм) 
для просвечивающей электронной микроскопии, 
в первую очередь, фиксировали на холоде в 2,5% 
растворе глютарового альдегида на фосфатном 
буфере с рH 7,4. Затем проводили дофиксацию 
по Milloning 1% раствором OsSO4 [6]. Далее 
проводили обезвоживание в батарее ацетонов и 
пропитки, кусочки органа заливали в смесь эпо-
на с аралдитом, для полимеризации смолы поме-
щали в термостат на 48 часов при температуре 
600С. На ультратоме подготавливали полутонкие 
срезы, из которых производилась прицельная за-
точка пирамид. Ультратонкие срезы окрашивали 
уранилацетатом и цитратом свинца, изучали с 
помощью электронного микроскопа ПЭМ-125К 
с последующим фотодокументированием.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При хронической интоксикации у подопыт-

ных животных к стромально сосудистым нару-

шениям и отеку яичек, характерным для острой 
алкогольной интоксикации [7] присоединяются: 
выраженное расстройство кровообращения, уг-
нетение сперматогенеза, диффузное разрастание 
соединительной ткани, дистрофические измене-
ния сперматогенного эпителия. 

Через 2 недели введения алкоголя животным 
наблюдается слабовыраженный отек паренхимы 
с отслоением сперматогенного эпителия изви-
тых семенных канальцев на фоне полнокровия 
сосудов микроциркуляторного русла. После ме-
сяца хронической алкоголизации животных от-
мечается истончение сперматогенного эпителия 
и отслоение его, выраженный отек, стаз и сладж 
в сосудах преимущественно артериоло-венуляр-
ного бассейна (рис. 1).

Рис. 1. Слабо выраженный отек интерстиция. 
Сохранное строение извитых семенных каналь-
цев. Хроническая интоксикация алкоголем (2 
недели). Окраска гематоксилином и эозином. 

Увеличение 100.

При этом к стромально-сосудистым наруше-
ниям и отеку органа присоединяются дистрофи-
ческие изменения сперматогенного эпителия, 
особенно в участках его массивного отслоения, 
за счет новообразованных фуксинофильных и 
коллагеновых волокон наблюдается огрубение 
соединительно-тканных прослоек, выраженное 
полнокровие, отек и угнетение сперматогенеза. 
Клетки-предшественники сперматозоидов рас-
положены рыхло и вдалеке от поддерживающих 
клеток, это говорит об отсутствии их полноцен-
ного питания и малой вероятности завершить 
полноценный сперматогенез (рис. 2).

К 2-3 месяцу на фоне полнокровия сосудов 
и отека органа – к вышеуказанным изменениям 
добавляется увеличение площади соединитель-
ной ткани и преобладание склероза над отеком. 
Увеличиваются поля отслоения сперматогенного 
эпителия и объем дистрофических изменений, 
при этом популяции созревающих сперматоген-
ных клеток не имеют плотного контакта с под-
лежащими Сустентоцитами и базальным слоем 
семенных извитых канальцев (рис. 3).
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Рис. 2. Отслоение сперматогенного эпителия (1) 
более выраженное в участках отека (2). Утолще-
ние соединительнотканных прослоек. Хрониче-
ская интоксикация алкоголем (1 месяц). Окра-
ска гематоксилином и эозином. Увеличение 100

Рис. 3. Поля отслоения сперматогенного эпите-
лия на фоне интерстициального отека. Хрониче-
ская интоксикация алкоголем (3 месяца). Окра-
ска гематоксилином и эозином. Увеличение 100

Отслоение и отек сперматогенного эпителия 
при ультрамикроскопии проявляется хаотичным 
расположением клеток сперматогенного диффе-
рона и нарушением четкого взаиморасположе-
ния клеток, характерного для нормального спер-
матогенеза (рис. 4).

К трем месяцам алкоголизации за счет отечной 
жидкости между интерстициальными клетками 
Лейдига и прилежащими капиллярами отсутству-
ет плотный контакт. Наблюдается разволокнение 
и дезорганизация стенок капиллара (рис. 5). В ме-
стах предполагаемого контакта клеток Лейдига со 
стенкой капилляра наблюдается концентрация ми-
тохондрий с четко различимыми кристами и плот-

Рис. 4. Просвет извитого семенного канальца 
крысы Вистар с рыхлым взаиморасположением 
клеток сперматогенного эпителия. Хроническая 
интоксикация алкоголем (6 месяцев). Просвечи-

вающая электронная микроскопия. 
Увеличение 3000

Рис.5. Разволокнение стенки капилляра яичка 
(1), отечная жидкость между  стенкой капилляра 

и клеткой Лейдига (2). Хроническая интокси-
кация алкоголем (3 месяца). Просвечивающая 
электронная микроскопия. Увеличение 3000

ным матриксом. Это может свидетельствовать о 
трофическом дефиците интерстициальных клеток 
в результате снижения скорости поступления пи-
тательных веществ из капилляров в клетку.

На шестом месяце введения этилового алкого-
ля крысам в их гонадах в сравнении с контрольной 
группой динамика морфологических изменений 
несколько снижается. Несколько приостанавлива-
ется нарастание склероза органа, что в какой-то 
степени может говорить о частичной морфо-функ-
циональной адаптации. Явления периваскулярно-
го отека остаются достаточно выраженными, и в 
большинстве сопровождаются периваскулярным 
склерозом (рис. 6).
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Рис. 6. Множественные отслоения сперматоген-
ного эпителия на фоне отека органа. Хрониче-

ская интоксикация алкоголем (6 месяцев). 
Окраска гематоксилином и эозином. 

Увеличение 100

Цитоплазма клеток Сертоли обладает низкой 
электронной плотностью, с множественными 
диффузно расположенными липидными вклю-
чениями, что свидетельствует о нарушении тро-
фики сустентоцитов и приводит к формирова-
нию жировой дистрофии как отдельных клеток, 
так и органа в целом (рис. 7).

Рис. 7. Снижение электронной плотности ци-
топлазмы клетки Сертоли (1), множественные 

липидные включения (2). Хроническая интокси-
кация алкоголем (6 месяцев). Просвечивающая 

электронная микроскопия. Увеличение 4000

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Резюмируя вышеизложенное можно утверж-
дать, что при хронической алкоголизации в экс-
перименте к стромально-сосудистым наруше-
ниям и отеку органа, характерным для острого 
отравления алкоголем, присоединяются дистро-
фические изменения сперматогенного эпителия, 

наиболее выраженные к 2-3 месяцу алкоголиза-
ции.

Так, ко 2-й неделе эксперимента наблюдает-
ся слабовыраженный периваскулярный отек и 
полнокровие сосудов микроциркуляторного рус-
ла без выраженных изменений сперматогенного 
дифферона. После месяца хронической алкого-
лизации животных имеет место истончение спер-
матогенного эпителия, выраженный отек, стаз и 
сладж в сосудах; к 2-3 месяцам к вышеуказанным 
изменениям добавляется увеличение площади 
соединительной ткани и преобладание склероза 
над отеком органа, ввиду чего в  клетках Серто-
ли и Лейдига отмечаются признаки трофического 
дефицита, что приводит к нарушению питания 
всего сперматогенного пула и невозможностью 
полноценного сперматогенеза. К 6 месяцам мо-
дельного эксперимента имеет место замедление 
динамики нарастания морфологических измене-
ний, что, по нашему мнению, свидетельствует 
о частичной морфо-функциональной адаптации 
органа к воздействию этилового спирта. 
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РЕЗЮМЕ
Исследовался однонуклеотидный полиморфизм (T380G) и степень экспрессии гена TNFAIP3, кодирующего 

убиквитин-модифицирующий фактор А 20, обеспечивающий ингибирующее влияние на интенсивность 
иммунного ответа TLR4-опосредуемых сигналов. Материалы и методы. Обследовано 84 пациента с 
бронхиальной астмой (БА) различной степени тяжести (14 больных – легкой, 49 – среднетяжелой и 21 тяжелой 
формой) и 52 практически здоровых лиц контрольной группы. Определение однонуклеотидного полиморфизма 
гена TNFAIP3 (T380G) проводилось методом аллельной дискриминации с помощью полимеразной цепной 
реакции в реальном времени.  Экспрессия гена TNFAIP3 определялась по концентрации кДНК относительно 
уровня экспрессии референс-гена GAPDH также методом ПЦР в реальном времени. Результаты. При 
исследовании полиморфного маркера гена TNFAIP3 (T380G)  уровень гомозиготности по доминантному 
признаку (ТТ) составил 88,1% у пациентов с БА  и 88,1% у здоровых доноров, по рецессивному (GG) признаку, 
соответственно, 3,6% и 4,8% (p<0,05), степень гетерозиготности (TG) составила 8,3% и 7,1% в контрольной 
группе (p<0,05), что не позволяет на данном этапе считать участие данного однонуклеотидного полиморфизма 
в генезе астмы доказанным. Экспрессия гена TNFAIP3 в обеих группах колебалась от 0 до 5 единиц, в том числе 
у пациентов 1 группы с легким течением БА уровень экспрессии данного гена  составлял 2,36 (1,89;2,94) ед. и 
достоверно не отличался от величины этого показателя в контрольной группе (p>0,05). Во 2 группе пациентов 
с персистирующим течением БА средней тяжести экспрессия гена TNFAIP3 составила 1,08 (0,87;1,38) ед., 
что достоверно ниже, чем у пациентов контрольной группы (р<0,05). Уровень экспрессии данного гена  при 
тяжелом течении БА составил 0,23 (0,18;0,38) ед., что ниже соответствующего показателя в контрольной группе 
(р<0,001) и у пациентов 1 группы (р<0,05) и не отличается достоверно от показателя 2 клинической группы 
(p>0,05).  Заключение. Низкая экспрессия гена TNFAIP3, приводящая к неадекватной продукции фактора  А 20, 
наблюдаемая при тяжелой БА, может приводить к снижению функции эпителиального барьера к классическим 
(ЭТ) и потенциальным лигандам, активирующим толл-подобные рецепторы 4 типа, с последующей активацией 
внутриклеточного NF-κB и синтезу провоспалительных цитокинов, играющих решающую роль в формировании 
хронического воспаления при БА. Работа была выполнена при поддержке гранта РФФИ №19-315-90116.

Ключевые слова: TNFAIP3, A20, T380G, бронхиальная астма, полиморфизм, экспрессия. 
POLYMORPHISM OF THE TNFAIP3 GENE (T380G) AND EXPRESSION 

OF TNFAIP3 IN PATIENTS WITH BRONCHIAL ASTHMA

Beloglazov V. A., Lugachov B. I., Maliy K. D., Yatskov I. A.

Medical Academy named after S.I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The single nucleotide polymorphism (T380G) and the degree of expression of the TNFAIP3 gene encoding the 

ubiquitin-modifying factor A 20, providing an inhibitory effect on the intensity of the immune response of TLR4-mediated 
signals, were studied. Materials and methods. 84 patients with bronchial asthma of varying severity (14 patients with 
mild, 49 with moderate and 21 with severe) and 52 practically healthy controls were examined. The determination of 
single nucleotide polymorphism of the TNFAIP3 (T380G) gene was carried out by the method of allelic discrimination 
using real-time polymerase chain reaction. Expression of the TNFAIP3 gene was determined by the concentration to 
DNA relative to the level of expression of the reference GAPDH gene also by real-time PCR. Results. In the study of 
the TNFAIP3 gene polymorphic marker (T380G), the level of homozygosity for the dominant trait (TT) was 88.1% in 
patients with asthma, and 88.1% in healthy donors, for the recessive (GG) trait, 3.6% and 4, respectively. 8% (p <0,05), 
the degree of heterozygosity (TG) was 8.3% and 7.1% in the control group (p <0,05), which does not allow at this 
stage to consider the participation of this single nucleotide polymorphism in the genesis of asthma proven. Expression 
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of the TNFAIP3 gene in both groups ranged from 0 to 5 units, including in patients of group 1 with mild asthma, the 
expression level of this gene was 2.36 (1.89; 2.94) units. and did not significantly differ from the value of this indicator 
in the control group (p> 0,05). In group 2 of patients with persistent asthma of moderate severity, the expression of the 
TNFAIP3 gene was 1.08 (0.87; 1.38) units, which is significantly lower than in patients of the control group (p <0,05). 
The expression level of this gene in severe asthma was 0.23 [0.18; 0.38] units, which is lower than the corresponding 
indicator in the control group (p<0,001) and in patients of group 1 (p<0.05) and not differs significantly from indicator 
2 of the clinical group (p>0,05).  Conclusion. Low expression of the TNFAIP3 gene, leading to inadequate production 
of factor A 20, observed in severe asthma, can lead to a decrease in the function of the epithelial barrier to classical 
(ET) and potential ligands that activate type 4 toll-like receptors, followed by activation of intracellular NF-κB and the 
synthesis of proinflammatory cytokines that play a decisive role in the formation of chronic inflammation in asthma. 
This work was supported by the RFBR grant No. 19-315-90116.

Key words: TNFAIP3, A20, T380G, asthma, polymorphism, expression. 

Патогенез развития бронхиальной астмы 
(БА) включает в себя элементы участия фак-
торов как врожденного, так и адаптивного им-
мунитета, использующих общие эффекторные 
механизмы иммунного ответа [1]. Среди фак-
торов врожденного иммунитета, вовлеченных 
в развитие симптомокомплекса БА, достаточно 
важная роль принадлежит бактериальному эн-
дотоксину (ЭТ) – липополисахариду, широко 
распространенным фактором окружающей сре-
ды. Его роль в качестве этиопатогенного фак-
тора БА двойственна.  С одной стороны, кон-
такт в раннем детском возрасте со значимыми 
концентрациями ЭТ представляется фактором 
профилактики аллергических заболеваний (т. н. 
гигиеническая гипотеза), но с другой стороны, 
многочисленные эпидемиологические исследо-
вания свидетельствуют о влиянии ЭТ в качестве 
фактора,  утяжеляющего клиническое течение 
астмы [1]. Известно, что реализация провоспа-
лительного ответа на ЭТ связана с активацией 
рецепторного комплекса CD14/TLR4-MYD2 на 
поверхности мембран моноцитарно-макрофа-
гальных клеток, что ведет к экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов посредством 
активации внутриклеточного фактора NF-κB с 
последующим синтезом кодируемых ими про-
дуктов. Данный процесс, однако, находится 
под тонким регулирующим действием, одним 
из факторов которого оказывается продукция 
эпителиальными клетками бронхов т. н. убик-
витин-модифицирующего белка A20, что ведет  
к снижению активирующего влияния  NK-kB, и 
в результате  ограничивает активность мембран-
ных  рецепторов 4 типа (т. н. toll-like, TLR4), 
по отношению к достаточно широкому спектру 
экзо-  и эндогенных стимулов, включая и ЭТ.  
Этот убиквитин-модифицирующий фактор А20, 
известный также как TNFα-индуцированный 
белок 3 (TNFAIP3), в свою очередь, кодируется 
геном TNFAIP3, для которого показан полимор-
физм, потенциально способный влиять на его 
экспрессию [2; 3]. 

Учитывая вышеизложенное, целью настоя-
щего исследования было изучение однонукле-

отидного полиморфизма, ранее описанного для 
данного гена TNFAIP3 в области 3-го экзона  
(T380G) (rs2230926) у больных бронхиальной 
астмой и у здоровых доноров крымской попу-
ляции, и  уровень экспрессии данного гена  в 
зависимости от тяжести течения заболевания.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование было включено 84 больных 

(33 мужчин (39,3%) и 51 женщина (60,7%), 
средний возраст 55,5 (45,25;60) лет, страдаю-
щих бронхиальной астмой, находящихся на 
амбулаторном наблюдении у пульмонолога, 
которые составили основную группу и дали 
письменное информированное согласие паци-
ента на участие в клиническом исследовании. 
На момент исследования у пациентов не наблю-
далось обострения заболевания, но варьировал 
уровень контроля над симптомами и показатели 
функции внешнего дыхания. Пациенты получа-
ли базисную терапию БА согласно стандартам. 
Контрольную группу составили 52 относитель-
но здоровых донора (19 мужчин, 33 женщины), 
которые по возрасту и полу соответствовали па-
циентам основной группы. Статистически зна-
чимых различий между группами по возрасту и 
полу не было (р>0,5).

Пациенты основной группы (n=105) были 
распределены на 3 группы с учетом тяжести 
течения заболевания и объема получаемой ба-
зисной терапии. В 1 группу было включено 14 
(16,7%) пациентов с легким персистирующим 
течением БА, во 2  группу –  пациенты с пер-
систирующим течением средней тяжести – 49 
(58.3%) человек, и в 3 группу  – с тяжелым пер-
систирующим течением БА 21 (25%) человек, 
соответственно. 

Всем больным проводилось исследование 
функции внешнего дыхания (спирография), 
исследование клеточного состава мокроты, па-
циентами самостоятельно заполнялись анкеты 
степени контроля над симптомами (опросник 
ACQ-5 (Asthma Control Questionnaire), состоя-
щий из 5 вопросов и 6-бальной шкалой ответов), 
расчет показателя  как среднее арифметическое 
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для 5 ответов, соответственно: ≤ 0,75 – хороший 
контроль; 0,75-1,5 – частично контролируемая; 
>1,5 – неконтролируемая астма. 

Молекулярно-генетическое исследования 
проводились  на  базе  лаборатории  клиниче-
ской  иммунологии Центральной научно-ис-
следовательской лаборатории (ЦНИЛ) Меди-
цинской  академии имени С. И. Георгиевского 
(структурное подразделение) ФГАОУ ВО «КФУ 
имени В. И. Вернадского».

Материалом исследования служила пери-
ферическая кровь. Экстракция геномной ДНК 
проводилась фенол-хлороформным методом. 
Определение однонуклеотидного полиморфизма 
проводилось методом аллельной дискримина-
ции с помощью полимеразной цепной реакции 
в реальном времени. Использовались прямой и 
обратный праймеры, фланкирующие исследуе-
мый фрагмент гена, и два зонда с различными 
флуоресцентными метками на 5’-конце (FAM и 
Cy-5) с гасителем на 3’-конце, комплементарные 
внутренней исследуемой области ампликона, 
различающиеся по исследуемому мутантному 
нуклеотиду. Последовательности праймеров и 
зондов синтезировались в соответствии с   дан-
ными, приводимыми в НПК Синтол, Москва [4].

Определение проводилось с использованием 
термоциклера CFX-96 (BioRad, USA).

Экспрессия гена TNFAIP3 определялась по 
концентрации кДНК, полученной с помощью 
реакции обратной транскрипции образцов РНК, 
выделенных с помощью набора «РНК-экстран» 
из крови исследуемых лиц  (НПО Синтол). Ре-
акция обратной транскрипции проводилась с 
помощью наборов «ОТ-1» НПО Синтол. Опре-
деление кДНК проводилось с помощью поли-
меразной цепной реакции в режиме реального 
времени в присутствии интеркалирующего кра-
сителя Eva-Green с использованием наборов 
НПК «Синтол», Москва. Расчет уровня экспрес-
сии проводился методом ΔΔCt в виде отноше-
ния разниц пороговых циклов (Ct) проб с кДНК 
TNFAIP3 и референс-гена GAPDH (дегидроге-
назы фосфоглицеринового альдегида). Последо-
вательности праймеров для оценки количества 
экспрессируемой кДНК обоих генов взяты из 
исследования Majumdar I. с соавт. [5]. 

Полученные результаты исследования были 
обработаны с помощью стандартных статисти-
ческих методов с использованием программы 
Statistica 10.0. Качественные характеристики 
исследуемых групп представлены в виде абсо-
лютных значений (%) от общего числа случаев 
и в виде медиана c 25–75%м интерквартильным 
размахом (Ме (Q1; Q3) ). Достоверность раз-
личий между группами была рассчитана с по-
мощью критерия χ2 (кси-квадрат). При анализе 

сравнение центральных тенденций двух неза-
висимых выборок с использованием U-критерия 
Манна-Уитни. За критический уровень стати-
стической значимости принимали вероятность 
равную 95% (р<0,05). Соответствие равновесию 
Харди-Вайнберга будет оцениваться с помощью 
точного теста Фишера и χ2. Отношение шансов 
(oddsratio, OR) – с помощью логистического ре-
грессионного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В 1 клинической группе преобладали паци-

енты с контролированным течением – 12 че-
ловек (85,7%), а у 2 человек зарегистрировано 
частично контролированное течение (14,3%); во 
2 группе контролированное течение выявлено у 
6 больных (12,2%), частично контролированное 
у 40 больных (81,6%) и неконтролированное  у 
3 больных (6,2%%); в 3 группе – частично кон-
тролированное течение у 13 пациентов (61,9%), 
неконтролированное у 8 человек (38,15%). 
Практически все пациенты 1 группы получали 
контролирующую терапию ингаляционными 
кортикостероидами (ИГКС), пациенты 2 и 3 
группы – комбинацию различных доз ИГКС и 
бета агонистами длительного действия (ДДБА). 
4 (8,2%) пациента 2 группы и 6 (28,6%) паци-
ентов 3 группы получали тройную терапию 
ИГКС+ДДБА+тиотропия бромид.

Исследование клеточного состава мокроты 
показало, что в 1 группе преобладает эозино-
фильный тип, который был выявлен у 8 больных 
(57,1%), в то время как у пациентов 2 и 3 клини-
ческих групп наиболее часто встречался нейтро-
фильный тип эндобронхиального воспаления, 
который выявлен у 24 больных среднетяжелым 
течением (48,9%) и у 18 больных тяжелым тече-
ние астмы (55,1%).

Результаты исследования полиморфного 
маркера гена TNFAIP3 (T380G) представлены в 
табл. 1. Как следует из данных, представленных 
в таблице, однонуклеотидный полиморфизм 
гена TNFAIP3 у пациентов основной группы (n= 
84) уровень гомозиготности по доминантному 
признаку (TT) составил 88,1% (74 пациента), 
число гомозиготности по рецессивному призна-
ку (GG) составило 3,6% (3 человека), и уровень 
гетерозиготности (TG) составил 8,3% (7 чело-
век), что достоверно не отличалось (р>0.05) от 
результатов, полученных в контрольной группе  
(ТТ – 88,1%, TG – 7,1%, GG – 4,8%).

Достоверные различия по исследуемым па-
раметрам в исследуемых группах выявлены не 
были.

Результаты исследования уровня экспрессии 
гена TNFAIP3 представлены в табл. 2. Уровень 
экспрессии гена TNFAIP3 в обеих группах, 
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Таблица 1 
Частота распределение генотипов TNFAIP3 (T380G) у больных бронхиальной астмой и у здоровых 

доноров

Аллельное соче-
тание Пациенты (n=84) % Контрольная группа 

(n=52) %
Значимость различий ОШ, 

ДИ, χ2 (р)

ТТ 74/88,1 37/88,1 р>0,05, ОШ = 1.0, ДИ = (0,319-
3,139)

TG 7/8,3 3/7,1 р = 0.830, ОШ = 1.182, ДИ = 
(0,290-4,823)

GG 3/3,6 2/4,8 р = 0.757, ОШ = 0.741, ДИ = 
(0,119-4,613)

Примечание: ОШ – отношение шансов, ДИ – 95% доверительный интервал, р – достоверность 
различий.

определяемый методом ΔΔCt, в относитель-
ных единицах (отношения разниц пороговых 
циклов определяемого и референсного генов в 
присутствии ревертазы и без нее), варьировал 
в интервале от 0 до 5 единиц. У пациентов 1 
группы с легким течением БА уровень экспрес-
сии гена TNFAIP3 составлял 2,36 (1,89;2,94) ед. 
и достоверно не отличался от величины это-
го показателя в контрольной группе (p>0,05). 
Во 2 группе пациентов с персистирующим те-
чением БА средней тяжести экспрессия гена 
TNFAIP3 составила 1,08 (0,87;1,38) ед., что 

достоверно ниже, чем у пациентов контроль-
ной группы (р<0,05). Уровень экспрессии гена 
TNFAIP3 при тяжелом течении БА составил 
0,23 (0,18;0,38) ед., что ниже соответствующе-
го показателя в контрольной группе (р<0,001) 
и у пациентов 1 группы (р<0,05) и не отлича-
ется достоверно от показателя 2 клинической 
группы (p>0,05). Пациенты с тяжелой перси-
стирующей и с течением средней тяжести БА, 
показали значительно более низкие уровни 
экспрессии TNFAIP3 (р<0,001) по сравнению 
с контрольной группой.

Таблица 2 
Уровень экспрессии гена TNFAIP3 у больных БА

Исследуемые группы n Уровень экспрессии гена 
TNFAIP3 (ед.) Ме [Q1;Q3] Значимость различий

1 группа (легкое персистирую-
щее течение БА) 14 2,36 (1,89;2,93) рк-1 > 0,05

рк-2  < 0,05
рк-3 <0 ,001
р1-2 = 0.139 
р1-3  <0,05
р2-3 > 0.05

2 группа (персистирующее тече-
ние средней тяжести) 49 1,08 (0,87;1,38)

3 группа (тяжелое персистирую-
щее течение БА) 21 0,23 (0,18;0,38)

Контрольная группа 52 3,4 (2,8;4,025)

Примечания: рк-1 – достоверность различий рассчитана между контрольной и 1 группами 
с помощью критерия U-критерий Манна-Уитни. рк-2 – достоверность различий рассчитана 
между контрольной и 2 группами группой с помощью критерия U-критерий Манна-Уитни. рк-
3  – достоверность различий рассчитана между контрольной и 3 группами с помощью критерия 
U-критерий Манна-Уитни. р1-2 – достоверность различий рассчитана между 1 и 2 группами 
с помощью критерия U-критерий Манна-Уитни. р2-3 – достоверность различий рассчитана 
между 2 и 3 группами с помощью критерия U-критерий Манна-Уитни р1-3 – достоверность 
различий рассчитана между 1 и 3 группами с помощью критерия U-критерий Манна-Уитни

ОБСУЖДЕНИЕ

В литературе отмечается важность регулиру-
ющего влияния факторов, позволяющих влиять 
на чувствительность и интенсивность иммун-

ного ответа при различных видах патологии, в 
значительной мере обусловленных действием 
активатора экспрессии NF-kB, среди которых 
важная роль отводится т. н. убиквитин-модифи-
цирующему белку А20, продукту гена TNFAIP3 
[6; 7].
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В последние годы отмечается интенсифика-
ция исследований по изучению регуляции про-
дукции эпителиальными клетками убиквитин-
модифицирующего фермента A20, что объясня-
ется возможностью управлять воспалительными 
процессами, связанными c активацией TLR4, 
TNFα и внутриклеточного фактора NF-κB. 

Так, в исследовании Stein M. M. с соавт. по-
казано, что у эмигрантов из Центральной Ев-
ропы гуттеритов, хозяйственная деятельность 
которых относится к высокоиндустриальному 
типу сельскохозяйственного производства, рас-
пространённость БА в пять раз чаще, чем у гене-
тически близких амишей, практикующих тради-
ционный тип сельского хозяйства [8]. Среди ге-
нов, наиболее выраженных у детей амишей, был 
вывлен ген TNFAIP3, кодирующий эпителиаль-
ный убиквитин-модифицирующий белок A20. 
У детей гуттеритов выявлена более высокая 
экспрессия гена TRIM8, который действует как 
положительный регулятор TNFα- и интрлейкин-
1β-индуцированной активации NF-κB.

По результатам большого исследования, про-
веденного в Китае, показано, что полиморфизм 
в гене TNFAIP3 (rs9494885 и rs7753873) ассоци-
ировался с повышенным риском аллергического 
ринита [9].

В эксперименте интратрахеальная доставка 
A20 в виде кДНК в аденовирусном векторе пе-
ред сенсибилизацией овальбумином ингибиро-
вала индукцию Th2-обусловленного воспаления 
дыхательных путей, ядерную транслокацию NF-
kB и приводила к повышенной экспрессии A20 в 
эпителии легких в течение 5 дней [10].

Наши предыдущие исследования показали, 
что утяжеление течения БА связано с воздей-
ствием чрезмерного ЭТ стимула и  повышенным 
клеточным и гуморальным ответом на ЭТ грам-
негативной флоры, что проявляется в значитель-
ном повышении экспрессии TLR4 на моноци-
тах, значительном повышении концентрации 
антиэндотоксинового IgM в периферической 
крови и секреторного антиэндотоксинового IgA  
в мокроте при тяжелом течении БА [11; 12]. Вы-
явленное нами преобладание нейтрофильного 
характера эндобронхиального воспаления при 
среднетяжелом и тяжелом течении БА в данной 
работе косвенно свидетельствуют о значитель-
ной роли ЭТ в патогенезе данного воспаления, 
что создает трудности для успешной противо-
воспалительной базисной терапии ингаляцион-
ными стероидами, отражением чего является 
высокий процент частично и неконтролируемо-
го течения астмы при среднетяжелом и тяжелом 
течении заболевания.

В настоящем исследовании нами показано, 
что при среднетяжёлом и тяжелом течении БА 

наблюдаются более низкие уровни экспрессии 
TNFAIP3 (р<0,001) по сравнению группой здо-
ровых лиц. Выявленный феномен диаметраль-
но противоположно отличается от физиологи-
ческой реакции на повышенную концентрацию 
ЭТ во внешней среде, которая была зареги-
стрирована в уже упоминаемой работе Stein M. 
M.  с соавт. (2016) [8]. Так, в ответ на высокую 
концентрацию ЭТ в домашней пыли у амишей, 
превышавшей в 6-8 раз содержание ЭТ, в домах 
группы сравнения (гуттеритов) зарегистриро-
вано выраженное повышение экспрессии гена 
TNFAIP3, что предполагает усиление продукции 
убиквитина А 20 эпителиальными клетками и 
повышением резистентности слизистых оболо-
чек к лигандам TLR4.

При исследовании однонуклеотидногополи-
морфного маркера гена TNFAIP3 (T380G) мы 
не выявили достоверных различий по уровню 
гомозиготности по доминантному и рецессивно-
му признаку и степени гетерозиготности между 
больными БА и группой здоровых доноров. 
Ограничением окончательной трактовки уча-
стия данного полиморфизма в формировании 
БА является недостаточное число проведенных 
исследований.

ВЫВОДЫ
1. При исследовании полиморфного марке-

ра гена TNFAIP3 (T380G)  уровень гомо-
зиготности по доминантному признаку 
(ТТ) составил 88,1% у пациентов с БА  
и 88,1% у здоровых доноров, по рецес-
сивному (GG) признаку, соответственно, 
3,6% и 4,8% (p<0,05), степень гетерози-
готности (TG) составила 8,3% и 7,1% в 
контрольной группе (p<0,05), что не по-
зволяет на данном этапе считать участие 
данного однонуклеотидного полимор-
физма в генезе астмы доказанным. 

2. Выявлено достоверное снижение экс-
прессии гена TNFAIP3 у пациентов сред-
нетяжелой и тяжелой БА по сравнению 
уровнем контрольной группы (p<0,05 и 
выше).

3. Низкая экспрессия TNFAIP3, приводящая 
к неадекватной продукции убиквитина А 
20, наблюдаемая при тяжелой БА, может 
приводить к снижению функции эпите-
лиального барьера к классическим (ЭТ) 
и потенциальным лигандам активирую-
щим толл-подобные рецепторы 4 типа, с 
последующей активацией внутриклеточ-
ного фактора NF-κB и синтезу провоспа-
лительных цитокинов, играющих реша-
ющую роль формировании хронического 
воспаления при БА.
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РЕЗЮМЕ
Целью настоящего исследования была разработка новых подходов к оценке уровня стресс-

реакции у студентов-медиков в разные периоды учебной деятельности на основе комплексного 
анализа психофизиологических и биохимических маркеров стресса. Материалы и методы. С помощью 
психофизиологических и биохимических методов в динамике учебного процесса выполнена оценка уровня 
стресса у 29-ти студентов-медиков. У респондентов оценивали уровень ситуационной тревожности, тревоги, 
определяли особенности эндогенного счета времени. Уровень кортизола в слюне определяли с помощью 
иммуноферментного анализа. Результаты. Содержание кортизола в слюне в начале семестра было принято 
за базовый уровень. В конце семестра концентрация кортизола в слюне достоверно снижалась более чем на 
порядок (Т, р=0,003). Уровень ситуационной тревожности в начале семестра в группе студентов соответствовал 
умеренному уровню. В конце семестра тревожность была достоверно выше (Т, р=0,0002). Заключение. 
Обнаружили зеркальную картину между психоэмоциональными и биохимическими маркерами стресса: 
ситуационная тревожность респондентов увеличивалась в конце семестра, а уровень саливарного кортизола 
был более высоким в начале учебного года.

Ключевые слова: стресс, кортизол, слюна, психологические характеристики личности, 
студенты.

PSYCHOPHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL APPROACHES TO 
ASSESSING THE LEVEL OF STRESS IN MEDICAL STUDENTS

Zalata O. A., Sereda E. V., Kravchenko A. N., Gordienko A. I., Khimich N. V.
Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The aim of the study was development of new approaches to assessment of stress response level in medical 

students at different periods of educational activity based on complex analysis of psychophysiological and biochemical 
stress markers. Material and methods. With the help of psychophysiological and biochemical methods in the dynam-
ics of the of the study year, an assessment of the level of stress in 29 medical students was made. At respondents 
estimated the level of anxiety, alarm, defined features of the endogenous account of time. The level of cortisol in saliva 
was determined by enzyme immunoassay. Results. The content of cortisol in saliva at the beginning of the semester 
was taken as a base line. At the end of the semester, the concentration of cortisol in saliva significantly decreased by 
more than an order of magnitude (p = 0.003). The level of situational anxiety at the beginning of the semester in the 
group of students corresponded to a moderate level. At the end of the semester, anxiety was significantly higher (p = 
0.0002). Conclusion. They found a mirror picture between psychoemotional and biochemical markers of stress: the 
anxiety of respondents increased at the end of the semester, and the level of salivary cortisol was higher at the begin-
ning of the study year.

Key words: stress, cortisol, saliva, psychological personality characteristics, students.

В начале XX века канадский физиолог Ганс 
Селье ввел понятие «стресса», обозначив его как 
неспецифическое состояние, которое вызвано 
воздействием различных стрессоров, наруша-
ющих гомеостаз организма. Позднее он выде-

лил два вида биологического стресса: эустресс, 
способный положительно воздействовать на ор-
ганизм, и дисстресс, ведущий к резкому ухуд-
шению гомеостаза и негативным последствиям, 
вплоть до смерти [1]. Согласно Лазарусу и Фол-
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кману (Lazarus and Folkman, 1984), стресс воз-
никает в том случае, если давление стрессора 
извне превышает адаптивные возможности ор-
ганизма, что в целом определяется результатом 
взаимодействия между индивидом и окружаю-
щей средой, включая  его субьективное воспри-
ятие, ожидание, интерпретацию и психологиче-
скую адаптацию [2]. Чаще всего стрессорами 
являются внешние факторы, а стресс-реакция 
организма включает биологическую и биохими-
ческую реакцию различных органов и систем, а 
также эмоциональный компонент [1].

Современные исследования в области педа-
гогики и психологии показывают, что образова-
тельный процесс может иметь непреднамерен-
ное негативное влияние на психическое здоро-
вье студентов медицинских ВУЗов, поскольку 
среди студентов-медиков часто возникают де-
прессии, тревога и стресс [3]. Разнообразные 
и многочисленные формы контроля знаний 
являются неотъемлемой частью медицинского 
образования и служат множеству целей, в том 
числе дают представления о состоянии знаний 
учащихся. Вместе с тем стресс и тревога, непо-
средственно связанные с экзаменами, способны 
играть двойственную роль. В идеале они стиму-
лируют обучение и тем самым смещают акаде-
мическую успеваемость студентов вдоль кривой 
Йеркса-Додсона в сторону более оптимальной 
точки [4]. Одновременно экзамены подготавли-
вают студентов-медиков к стрессу, с которым 
они неизбежно столкнутся в своей практической 
деятельности. Хотя большинство студентов мо-
тивируется тревогой и стрессом, связанными с 
экзаменами, для некоторых из них это может 
стать серьезным дистрессом, который, в свою 
очередь, способен негативно повлиять на про-
фессиональное развитие и впоследствии ока-
зать разрушительное влияние на личность [5]. 
Помимо сильного чувства страха или паники, 
субъекты, страдающие тревогой, могут испыты-
вать другие физиологические симптомы, вклю-
чая усталость, головокружение, головные боли, 
тошноту, боль в животе, учащенное сердцеби-
ение, одышку и недержание мочи [6]. Тревога 
также может нарушать целенаправленное вни-
мание и концентрацию внимания [7], рабочую 
память [8] и перцептивно-моторную функцию 
[9] все то, что является важными функциями 
высшей нервной деятельности, позволяющими 
студентам-медикам и врачам оказывать безопас-
ную и эффективную медицинскую помощь па-
циентам.

Известно, что к объективным критериям 
уровня стресс-реакции относятся висцеральные 
реакции, которые можно регистрировать как ви-
зуально (покраснение/побледнение кожных по-

кровов, выделение пота, расширение зрачков), 
так и  инструментально. К последним относятся 
гемодинамические показатели (пульс, артери-
альное давление), показатели системы дыхания 
(частота и глубина дыхания, ритмичность дыха-
тельных актов); показатели кожно-гальваниче-
ской реакции, а также данные плетизмографии 
(реакция сужения сосудов). Однако для более 
точной и расширенной оценки воздействия 
стрессора на организм целесообразно приме-
нять комплексный подход с оценкой физиологи-
ческих и биохимических маркеров в сочетании 
с результатами психологических тестов. В на-
стоящее время биохимические маркеры стресса 
определяют в различных биоматериалах, но наи-
более часто для этого используют кровь, слю-
ну и мочу. В слюне человека присутствует ряд 
маркеров, уровень которых тесно коррелирует 
с фазами стресса и/или его видами. Одним из 
таких высокоинформативных биомаркеров хро-
нического стресса считается кортизол [10].

Традиционные методы оценки стресса в пси-
хологии часто опираются на ретроспективные 
модели и носят перекрёстный характер. К субъ-
ективным методам оценки уровня стресса отно-
сят большое количество психодиагностических 
методик, которые отличаются своим содержани-
ем и способами интерпретации полученной ин-
формации. Для выявления степени эмоциональ-
ного напряжения применяют методы наблюде-
ния, опроса, анкетирования и тестирования, при 
этом выбор психодиагностической методики во 
многом зависит от цели и задач исследования. 
Существуют методики, направленные как на 
интегральную оценку стресса, так и выявление 
отдельных проявлений психоэмоционального 
перенапряжения.

Целью данного исследования являлась раз-
работка новых подходов к оценке уровня стресс-
реакции у студентов-медиков в разные периоды 
учебной деятельности на основе комплексного 
анализа психофизиологических и биохимиче-
ских маркеров стресса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В начале и в конце осеннего семестра 2019-

2020 учебного года было обследовано 29 студен-
тов-медиков (6 юношей и 23 девушки), средний 
возраст которых составил 20,0 ± 2,3 лет. Все ре-
спонденты были ознакомлены с целью прово-
димого исследования и подписали лист инфор-
мированного согласия о своем участии. Перед 
биомониторинговым и психофизиологическим 
этапом данной работы студенты заполнили ан-
кету, на основании которой проводился анализ 
различий социально-бытовой жизни субъектов 
обследования (наличие вредных привычек, ре-
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жим дня и особенности ночного сна, характер 
питания, уровень физической активности и др.).

Дизайн исследования
Пробы слюны студентов для определения 

концентрации кортизола собирали в 8.00 ча-
сов утра, натощак. За сутки до взятия пробы 
слюны участников информировали о том, что 
им следует отказаться от употребления спирт-
ных напитков; за 1 час до сбора слюны нельзя 
принимать пищу, курить, чистить зубы (для ис-
ключения кровотечения из десен); за 10 минут 
до сбора слюны каждый участник должен был 
ополаскивать ротовую полость водой. После от-
бора нужного количества слюны, выполненного 
с соблюдением гигиенических норм, пробирки с 
биоматериалом помещали в специальные боксы 
и хранили в низкотемпературной холодильной 
камере (700С). Определение концентрации кор-
тизола в образцах слюны проводили с помощью 
коммерческой иммуноферментной тест-системы 
«Кортизол-ИФА-БЕСТ» (АО «ВЕКТОР-БЕСТ», 
г. Новосибирск) на базе Центральной научно-ис-
следовательской лаборатории и Центра коллек-
тивного пользования научным оборудованием 
«Молекулярная Биология» Медицинской акаде-
мии имени С. И. Георгиевского.

Для оценки психоэмоционального состоя-
ния респондентов применяли опросник Чарль-
за Спилбергера в русскоязычной модификации 
Ю. Л. Ханина. Определяли уровень личност-
ной тревожности (ЛТ), как устойчивой харак-
теристики субъекта и ситуационной (реак-
тивной) тревожности (СТ), как тревожности 
субъекта в данный момент времени. Выделя-
ли разные уровня тревожности, ранжируя их 
в соответствии с рекомендованными баллами: 
до 30 баллов – низкая, от 31 до 44 баллов – 
умеренная; 45 и более баллов – высокая тре-
вожность [11]. Уровень СТ, как динамичного 
показателя оценивали дважды – в начале и в 
конце учебного семестра. С помощью «Шкалы 
тревоги» по Тейлору однократно определяли 
уровень тревоги, считая его очень высоким 
при 25-40 баллах; средним с тенденцией к вы-
сокому уровню при 15-25 баллах; средним с 
тенденцией к низкому уровню при наборе 5-15 
баллов; низким – от 0 до 5 баллов. Для вы-
явления демонстративности и неискренности 
в ответах респондентов использовали шкалу 
лживости, введенную В. Г. Норакидзе в тест 
Тейлора в 1975 г.

Считается, что показатель эндогенного от-
счета времени пропорционален степени эмоци-
онального напряжения [12]. В связи с этим для 
достижения поставленной цели исследования 
применялся метод оценки длительности инди-
видуальной минуты (ИМ) Франца Халберга. По 

команде экспериментатора студенты начинали 
мысленный отсчет 60 секунд, по окончании 
которого участник тестирования вслух произ-
носил цифру «60». При этом истинное время 
фиксировалось при помощи секундомера. Для 
большей объективности ИМ определяли дваж-
ды, а в протокол исследования заносили сред-
ний показатель. Полученные данные сравнива-
ли со среднестатистическими показателями для 
лиц данной возрастной группы. Как и уровень 
СТ, длительность ИМ оценивали дважды – в на-
чале и в конце учебного семестра.

Статистическую обработку результатов ис-
следований проводили с применением про-
граммного пакета STATISTICA 10.0 (StatSoft, 
Inc., USA). Тип распределения полученных 
данных оценивали с помощью критериев Кол-
могорова-Смирнова и Лиллиефорс. При про-
ведении статистического анализа использова-
ли непараметрические методы описательной 
статистики; все численные показатели пред-
ставлены в виде медиан и значений интерквар-
тильного размаха (Ме [р25; р75]). При оценке 
достоверности изменений уровня СТ, длитель-
ности ИМ и концентрации саливарного корти-
зола у студентов-медиков в начале и в конце се-
местра использовали Т-критерий Вилкоксона; 
различия считали достоверными при p< 0,05. 
Для поиска взаимосвязей между биохимиче-
скими и психофизиологическими показателями 
стресса применяли корреляционный анализ по 
Спирмену.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ анкетных данных показал, что 100% 

респондентов отрицают применение препаратов 
группы глюкокортикоидных гормонов в течение 
последних двух недель перед началом исследо-
вания. Относительно наличия вредных привы-
чек, было обнаружено, что 17,24 % (5) студен-
тов курят, а 34,5 % (10) – иногда употребляют 
алкоголь.

При сравнительном анализе характеристик 
психоэмоционального состояния респондентов, 
длительности ИМ и концентрации кортизола в 
слюне удалось выявить несколько особенностей 
(рис. 1). Содержание кортизола в слюне в нача-
ле семестра было принято за базовый уровень. 
В конце семестра концентрация кортизола в 
слюне достоверно снижалась более чем на по-
рядок (р=0,003). Уровень СТ в начале семестра 
в группе респондентов соответствовал умерен-
ному уровню, в то время как в конце семестра 
СТ у них была достоверно выше (Т-критерий, 
р=0,0002). Медианы длительности ИМ респон-
дентов с в начале и в конце семестра достоверно 
не отличались.
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Рис. 1. Уровень саливарного кортизола (а), ситуационная тревожность (б) и длительность индивиду-
альной минуты (в) у студентов-медиков в разные периоды учебной деятельности. На диаграмме раз-
маха (box-and-whiskers diagram) представлены медиана, верхний и нижний квартили, минимальное 

и максимальное значение показателя.
Уровень ЛТ у тестированных студентов-ме-

диков был высоким (45,0 [40,0; 52,0]), а степень 
тревоги по Тейлору соответствовала среднему 
уровню с тенденцией к высокому (24,0 [21,0; 
34,0]).

При помощи корреляционного анализа ха-
рактеристик психоэмоционального состояния 
студентов-медиков, длительности ИМ с концен-
трацией саливарного кортизола обнаружили, что 
имела место взаимосвязь между концентрацией 
кортизола в начале семестра с уровнем ситуаци-
онной (r=0,48; p=0,008) и личностной тревожно-
сти (r=0,48; p=0,008), корреляции были однона-
правленными, сильными и достоверными.

ОБСУЖДЕНИЕ
По данным Всемирной организации здраво-

охранения, около 45 % всех заболеваний разных 
категорий населения, включая студентов выс-
ших учебных заведений, прямо или косвенно 
связано с чрезмерным психологическим напря-
жением или стрессом [13]. Для студентов-меди-
ков характерен так называемый учебный стресс, 
который опосредован большими объемами ин-
формации, которую должны усваивать будущие 
врачи, и высокими требованиями к уровню 
знаний со стороны профессорско-преподава-
тельского состава. С другой стороны, учебный 
стресс зачастую связан с неумением студентов-
медиков равномерно и рационально распреде-
лять нагрузку по подготовке как к текущим за-
нятиям в течение семестра, так и к сессии. При 
этом, как показывают результаты некоторых ис-
следований, уровень психологического стресса, 
тревоги и депрессии может нарастать не только 
в ходе отдельного семестра на одном курсе об-
учения, но и по мере перехода к старшим курсам 
обучения в медицинских вузах и колледжах [14].

Отмечено, что такие важные изменения в 
психоэмоциональном состоянии студентов-ме-

диков, как тревога и тревожность, заслуживают 
гораздо большего внимания из-за их существен-
ного влияния на психическое и соматическое 
здоровье будущих специалистов в области здра-
воохранения. Данные перекрестных исследова-
ний, направленных на изучение распространен-
ности тревожности среди более чем 40 тысяч 
студентов-медиков из разных стран, демонстри-
руют, что у 33,8% респондентов она достигает 
высокого уровня [3]. Полученные нами данные 
по динамике уровня СТ у обследованных сту-
дентов-медиков младших курсов в начале и в 
конце семестра (рис. 1) подтверждают гипотезу 
о том, что по мере приближения сессии у ре-
спондентов наблюдается статистически значи-
мое возрастание степени эмоционального дис-
комфорта, что отражается в росте тревожности.

Восприятие времени занимает центральное 
место почти во всех аспектах повседневной 
жизни человека, начиная с принятия решения о 
конкретном времени удовлетворения своих ос-
новных потребностей (сон и еда) и заканчивая 
координацией сложных социальных взаимодей-
ствий с другими людьми. При этом в зависимо-
сти от психоэмоционального фона индивиду-
альное восприятие временного интервала мо-
жет быть длиннее или короче инструментально 
фиксируемого значения [15; 16]. Исследования 
показывают, что воспринимаемое искажение 
времени индивидуум испытывает, как правило, 
в ответ на негативные или аверсивные стимулы 
через ряд сенсорных модальностей [17; 18]. Все 
происходящие изменения (среда обитания, раз-
витие, взаимосвязь психоэмоциональных факто-
ров) могут оказывать существенное влияние на 
показатели внутренней среды организма. Такие 
стрессогенные факторы, как быстрый темп жиз-
ни, повышенные эмоциональные и информаци-
онные нагрузки влекут за собой катастрофиче-
скую нехватку времени, особенно у студентов-
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медиков [19]. Известно, что ИМ, как коррелят 
внутреннего ощущения времени, представляет 
собой индикатор психофизиологического со-
стояния организма, а величина ИМ пропорци-
ональна степени эмоционального напряжения. 
Установлено, что низкая реактивность на стресс 
ассоциирована с укорочением ИМ (37 ÷ 57 с), 
тогда как высокая, напротив, сопровождается 
мобилизацией и удлинением ИМ до 70 ÷ 85 c 
[20]. В нашем исследовании мы не получили до-
стоверных изменений в динамике эндогенного 
отсчета времени студентами-медиками. Однако 
отметим, что медианы длительности ИМ как в 
начале, так и в конце семестра (соответственно 
53,98 с и 52,56 с) находились в диапазоне, со-
ответствующем низкой реактивности на стресс 
субъектов тестирования.

Развитие современных лабораторных мето-
дов позволяет быстро, точно и специфично  опре-
делять концентрацию стресс-ассоциированных 
гормонов в различных биологических жидко-
стях, включая слюну. При этом уровень сали-
варного кортизола считается более информа-
тивным показателем адреналового резерва, чем 
содержание этого гормона в крови [21]. Показа-
ны возрастные различия в концентрации салива-
торного кортизола у учащихся колледжа в пост-
стрессовой ситуации смоделированного стрес-
са: у студентов младших курсов зафиксированы 
более выраженные амплитуды постстрессового 
содержания кортизола в слюне [22]. В другой ра-
боте показано, что саливарный кортизол и ряд 
иммунорелевантных молекул (секреторный им-
муноглобулин А, С-реактивный белок), выявля-
емые в слюне студентов, играют важную роль в 
протективных механизмах, и как биохимические 
маркеры могут использоваться для неинвазив-
ного скрининга многих системных заболеваний 
[23]. Основная цель таких исследований заклю-
чается в дальнейшем раскрытии сложных вза-
имосвязей между психологическим стрессом, 
эндокринной и иммунной системами.

В нашей работе мы получили весьма инте-
ресные результаты относительно динамики са-
ливарного кортизола как биохимического мар-
кера стресса (рис. 1): в начале учебного года его 
концентрация в слюне обследованных студен-
тов-медиков была достоверно выше, чем в конце 
учебного года (медианные значения отличают-
ся в 17 раз, р=0,003). Психологический стресс, 
как особое психическое состояние, как правило 
характеризуется неспецифическими системны-
ми изменениями активности психики человека, 
выражающими ее организацию и мобилизацию 
в связи с повышенными требованиями в новой 
ситуации [1]. Если при приближении к концу 
семестра уровень СТ у наших респондентов до-

стоверно повышался, то уровень саливаторно-
го кортизола статистически значимо снижался, 
демонстрируя тем самым зеркальную картину 
в динамике психологических и биохимических 
маркеров стресса (рис. 1). В аналогичном ис-
следовании, выполненном на небольшой груп-
пе ирландских студентов-медиков (n=16), были 
получены похожие результаты относительно из-
менений уровня тревожности, которая к началу 
сессии также возрастала (р=0,004), в то время 
как уровень саливаторного кортизола достовер-
но не менялся (р=0,29) [24]. Известно, что эк-
заменационный стресс или ожидание экзаменов 
не всегда приобретают свойства дистресса. Воз-
можно, что у студентов-медиков приближение 
к такого рода испытаниям в ряде случаев вы-
ступает своеобразным мобилизующим факто-
ром, стимулируя психические и висцеральные 
резервы организма.

ВЫВОДЫ
Анализ полученных результатов и их сопо-

ставление с данными литературы даёт основа-
ние говорить о повышенном напряжении адап-
тационных резервов субъектов тестирования 
как в начале учебного семестра, так и при его 
завершении. При этом имела место зеркальная 
картина между психоэмоциональными и био-
химическими маркерами стресса: ситуацион-
ная тревожность респондентов увеличивалась в 
конце семестра, тогда как уровень саливарного 
кортизола был более высоким в начале учебно-
го года. Характер корреляционных связей между 
содержанием кортизола в слюне и типами тре-
вожности позволяет говорить о тесной взаимос-
вязи между психической деятельностью и гумо-
ральным контуром регуляции стресс-реакции у 
тестируемых студентов-медиков.
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РЕЗЮМЕ
Для изучения влияния холекальциферола (витамина D) и ультрафиолетового облучения (УФО) на уровень 

IL-1β были выделены 3 подгруппы больных с хроническим обструктивным заболеванием легких (ХОЗЛ) в 
фазе ремиссии, с содержанием метаболита витамина D -25(ОН)D в сыворотке крови < 20 нг/мл. 1-я подгруппа 
получала холекальцеферол в дозе 1000 МЕ (2 капли) в сутки. Больным из 2-й подгруппы назначили курсовое 
воздействие УФО (2 биодозы). У 3-й подгруппы лечебный комплекс включал витамин D и курсовое воздействие 
УФ-радиации. Контролем к больным указанных групп являлись группа больных ХОЗЛ в фазе ремиссии с 
содержанием метаболита витамина D -25(ОН)D в сыворотке крови < 20 нг/мл, которым в лечебный комплекс 
витамин D и курс УФ-радиации не включались.

 В результате исследования было показано, что у больных ХОЗЛ с дефицитом метаболита витамина D 
-25(ОН)D, при комбинированном применении заместительной терапии холекальциферолом и УФО, значимо 
увеличивается показатель IL-1β в сыворотке крови. Полученные данные исследования расширяют понимание 
патогенеза ХОЗЛ на фоне дефицита витамина D, что следует учитывать при формировании лечебных 
комплексов.

Ключевые слова: холекальциферол, IL-1β, ХОЗЛ, УФО.
LEVELING INDICATORS IL-1Β COMBINATION USAGE OF 

CHOLECALCIFEROL AND UV RADIATION IN COPD

Ivantsova N. L., Beliakova A. G., Dmitrievskaya M. I.

Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
3 subgroups of patients with COPD in remission with a serum cholecalciferol content of <20 ng / ml were identi-

fied to study the effect of cholecalciferol and UV radiation on the level of IL-1β. The 1st subgroup received vitamin 
D3 in dose 1000 IU (2 drops) per day. Course exposure of UV radiation 2 minimum erythemal doses (2 MED) were 
prescribed to the patients of the 2 nd subgroup. The 3rd subgroup included complex treatment of vitamin D and UV 
radiation. The control for the patients of these groups was a group of patients with COPD in remission with a serum 
25 (OH) D3 content <20 ng / ml, which were not included in the vitamin D complex and the course of UV radiation.

As a result of the study, it was shown that the IL-1β index in the blood serum is significantly increased in patients 
with COPD with a deficiency of vitamin D, who received combination of replacement therapy with vitamin D and UV ra-
diation. The obtained research data expands the understanding of the pathogenesis of COPD against the background 
of vitamin D deficiency, which should be taken into account when forming therapeutic complexes.

Key words: cholecalciferol, IL-1β, COPD, UV radiation.

Около 50 % населения планеты страдает дефи-
цитом витамина D в разной степени выраженности 
[1; 3]. Существует предположение, что ХОЗЛ к 2025 
году может выйти на третье место среди самых ча-
стых причин смерти [2; 5]. В связи с чем, актуаль-
ность проблемы протекания болезни у больного 
ХОЗЛ на фоне дефицита витамина D обусловлена 

достаточно высоким уровнем распространения 
этих заболеваний. Относить ХОЗЛ к заболеваниям, 
которые могут быть связаны с дефицитом витамина 
D, стали сравнительно недавно [3; 7].  В настоящее 
время все больше исследований рассматривают 
ХОЗЛ как заболевание, при котором перспективно 
применение витамина D [5; 6].
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Предметом нашего исследования стало из-
учение уровня IL-1β у больных ХОЗЛ с разной 
степенью дефицита витамина D [9]. Исследуе-
мый интерлейкин обладает выраженным про-
воспалительным эффектом [4; 8; 10]. Для него 
характерно: повышение уровня простагланди-
нов и коллагенов в очаге воспаления, усиление 
продукции других цитокинов, стимуляция фа-
гоцитоза и дегрануляция тучных клеток. В ре-
зультате происходит активация экссудативной 
и пролиферативной фаз воспаления. Можно 
предположить, что перечисленные свойства IL-
1β могут оказывать влияние на тяжесть течения 
заболевания у больных ХОЗЛ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Определение  мет аболит а  вит амина 

D  -25(ОН)D3 в сыворотке крови проводилось 
с использованием набора для определения ви-
тамина D 25-ОН в плазме и сыворотке ELISA 
(Immunodiagnostik, Bensheim, Германия) соглас-
но инструкции изготовителя.

Определение интерлейкина IL-1β в сыворот-
ке крови определяли иммуноферментным ме-
тодом с использованием коммерческого набора 
(ООО «Цитокины» IL-1). 

Исследование состояло из двух этапов. На 
первом этапе нами были отобраны больные 
ХОЗЛ в фазе ремиссии, которые были разделе-
ны на 3 группы в зависимости от уровня мета-
болита витамина D -25(ОН)D в сыворотке. В 
1-й группе (41 чел.) уровень метаболита вита-
мина D  -25(ОН)D был более 40 нг/мл. Во 2-й 
группе (38 чел.) уровень метаболита витамина 
D  -25(ОН)D находился в диапазоне от 40 до 20 
нг/мл. У больных 3-й группы (42 чел.) его уро-
вень отмечался ниже 20 нг/мл, что соответство-
вало выраженному дефициту витамина D. Кон-
трольная группа состояла из здоровых людей 
(28 чел). В каждой группе определялся уровень 
IL-1β в сыворотке крови. Целью первого этапа 
исследования являлось определение зависимо-
сти уровня IL-1β от выраженности дефицита 
витамина D у исследуемых пациентов. 

На втором этапе для оценки клинической эф-
фективности реабилитации больных ХОЗЛ нами 
была выделена группа больных с дефицитом ви-
тамина D, которая была поделена на три под-
группы в зависимости от методик лечения. Так, 
1-ю подгруппу составили 18 больных ХОЗЛ в 
фазе ремиссии с содержанием метаболита вита-
мина D -25(ОН)D в сыворотке крови < 20 нг/мл, 
которым в лечебный комплекс включался ви-
тамин D. Во 2-ю подгруппу вошли 20 больных 
ХОЗЛ в фазе ремиссии с содержанием метабо-
лита витамина D -25(ОН)D3 в сыворотке крови 
< 20 нг/мл, которым  проводилось курсовое воз-

действие УФ-радиации. В 3-ю подгруппу были 
включены 28 больных ХОЗЛ в фазе ремиссии с 
содержанием метаболита витамина D -25(ОН)
D3 в сыворотке крови < 20 нг/мл, которым в ле-
чебный комплекс включался витамин Д и одно-
временно проводилось курсовое воздействие 
УФ-радиации.

Контролем к больным указанных групп яв-
лялись 42 больных ХОЗЛ в фазе ремиссии с со-
держанием метаболита витамина D -25(ОН)D в 
сыворотке крови < 20 нг/мл, которым в лечеб-
ный комплекс витамин D и курс УФ-радиации 
не включались.

Применялся водный раствор холекальцифе-
рола для перорального применения в дозе 1000 
МЕ в сутки в течение 30 дней.

Курсовое воздействие УФО проводилось на 
проекцию легких, по 4-м полям от лампы инте-
грального спектра с расстояния 50 см, площадь 
облучения 400 см2. Первое и второе поле пред-
ставлены задней правой и левой поверхностями 
грудной клетки, третье и четвертое поле охва-
тывали боковые поверхности грудной клетки. В 
один день облучалось только одно поле. Каждое 
поле облучалось по 3 раза (курс 12 процедур). 
Курсовая доза облучения составила 2 биодозы.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты первого этапа исследования уров-

ня IL-1β в сыворотке крови у больных ХОЗЛ с 
разной степенью дефицита витамина D, пред-
ставлены в табл.1 и на рис. 1.

На втором этапе наших исследований изуча-
лись разные схемы лечения больных ХОЗЛ в 
стадии ремиссии. В табл. 2 представлены дан-
ные уровня IL-1β в сыворотке крови в каждой 
исследуемой группе с дефицитом метаболита 
витамина D -25(ОН)D3 ≤ 20 нг/мл.

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализируя результаты собранного матери-

ала, можно наблюдать, что повышение уровней 
IL-1β в сыворотке крови выявлено во всех груп-

Рис. 1. Уровни IL-1β в системном кровотоке у 
больных ХОЗЛ, находящихся в фазе ремиссии в 
зависимости от содержания метаболита витами-

на D -25(ОН)D в сыворотке крови, нг/мл
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Таблица 1
Уровень IL-1β в сыворотке крови у больных ХОЗЛ в стадии в фазе ремиссии в зависимости от содер-

жания метаболита витамина D -25(ОН)D в сыворотке крови, нг/мл

Группы Статистические характеристики IL-1β
1-я группа, ХОЗЛ в фазе ремис-
сии, уровень метаболита вита-
мина D -25(ОН)D3 > 40 нг/мл

M ± m
n
p

42,0 ± 1,4
41

< 0,05
2-я группа, ХОЗЛ в фазе ремис-
сии, уровень метаболита вита-
мина D -25(ОН)D3 в диапазоне 

от ≤ 40 до > 20 нг/мл

M ± m
n
p 
p1

43,3 ± 1,1
38

< 0,01
< 0,5

3-я группа, ХОЗЛ в фазе ремис-
сии, уровень метаболита вита-
мина D -25(ОН)D3 ≤ 20 нг/мл

M ± m
n
p 
p1 
p2

49,3 ± 2,0
42

< 0,001
< 0,01
< 0,01

Здоровые люди M ± m
n

37,5 ± 1,4
28

Примечания: р – достоверность различий, высчитанная в сравнении с группой здоровых лиц, р1  – 
достоверность различий, высчитанная в сравнении с 1-й группой, р2 – достоверность различий, 
высчитанная в сравнении со 2-й группой.

Таблица 2
Динамика уровня цитокина IL-1β у больных ХОЗЛ в фазе ремиссии с дефицитом витамина D под 

влиянием различных схем лечения, нг/мл

Группы Статистические 
характеристики

IL-1β
При поступлении При выписке

1-я группа ХОЗЛ + дефицит витамина D
M ± m

n
p

49,3 ± 2,0
42
–

48,7 ± 2,0
38

> 0,5

2-я группа ХОЗЛ + дефицит витамина 
D - (+ витамин D)

M ± m
n
p

47,7 ± 1,8
18
–

44,8 ± 1,6
16

> 0,05

3-я группа ХОЗЛ + дефицит витамина D 
(+ УФ-радиация)

M ± m
n
p

48,8 ± 2,2
20
–

45,4 ± 1,6
19

> 0,05

4-я группа ХОЗЛ + дефицит витамина D 
(+ витамин D + УФ-радиация)

M ± m
n
p

50,3 ± 2,0
28
–

44,4 ± 1,7
27

< 0,05

пах больных ХОЗЛ. При этом, если у больных 
1-й группы исследованный показатель повышен 
на 12,0% (р < 0,05), то у больных 3-й группы – 
на 31,5% (р < 0,001, р1 и р2 < 0,01), что также 
статистически значимо выше, чем у больных как 
1-й, так и 2-й групп. Проведенные нами иссле-
дования, результаты которых показывают, с од-
ной стороны, что распространенность дефицита 
витамина D (содержания метаболита витамина 
D -25(ОН)D < 20 нг/мл) у больных ХОЗЛ состав-
ляет 35,8% у больных в фазе ремиссии, с другой, 
что наличие дефицита витамина D у больных 
ХОЗЛ является фактором, усугубляющим тя-
жесть течения заболевания. Эти научные факты 

можно рассматривать как патофизиологическое 
обоснование целесообразности коррекции де-
фицита витамина D в комплексной реабилита-
ции больных ХОЗЛ с дефицитом витамина D.

Нами установлено, что уровень цитокина IL-
1β у больных 1-й, 2-й и 3-й групп на фоне моно-
терапии витамином D или УФО, существенно 
не меняется. У больных же 4-й группы при 
комплексном применении холекальциферола 
и УФО, исследованный показатель достоверно 
снижается на 11,7 % (р < 0,05).

 Таким образом, нами установлено, что соче-
танное использование заместительной терапии 
витамином D и УФ-радиации у больных ХОЗЛ 
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с дефицитом витамина D способствует не толь-
ко снижению системного потенциала провос-
палительного цитокина IL-1β, но существенно 
снижает риск прогрессирования ХОЗЛ за счет 
прогрессирования фиброзообразования в брон-
холегочной системе.

Результаты исследования расширяют пони-
мание патогенеза ХОЗЛ на фоне дефицита ви-
тамина D, что следует учитывать при формиро-
вании лечебных комплексов.

С учетом полученных результатов, имеет 
смысл рассмотреть вопрос о применении ком-
бинации витамина D и УФО в осенне-зимний 
период у больных ХОЗЛ, что приводит к сниже-
нию уровня цитокина IL-1β и, как следствие, к 
снижению воспалительной реактивности брон-
холегочной системы.

ВЫВОДЫ
Дефицит витамина D у больных ХОЗЛ в фазе 

ремиссии является фактором риска возникнове-
ния дисбаланса системного цитокинового по-
тенциала IL-1β – важной составляющей систем-
ной и локальной воспалительной реакции.

Комплексное применение витамина D и УФ-
радиации у больных ХОЗЛ в фазе ремиссии на 
фоне дефицита витамина D приводит к коррек-
ции провоспалительного цитокин IL-1β, что 
способствует уменьшению риска хронической 
воспалительной реакции и в целом способствует 
улучшению прогноза течения заболевания.
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РЕЗЮМЕ
Базовым метаболическим процессом, обеспечивающим функцию как белой, так и бурой/бежевой жировой 

ткани, является липолиз – ступенчатый ферментативный процесс гидролиза триацилглицеридов жировой 
ткани. Многократно показано, что физическая активность активирует липолиз. В последнее время установлено, 
что скелетные мышцы обладают эндокринной активностью, продуцируя ряд мышечных гормонов – миокинов. В 
литературе имеются неполные сведения о взаимоотношении скелетных мышц и жировой ткани.

Исследовано влияние секретируемых миоцитами цитокинов (миокинов) – метеорин-подобного белка 
(METRNL) и β-аминоизомасляная кислота (BAIBA), а также адренергического агониста изопротеренола на 
содержание общей и фосфорилированной (Ser552) гормон-чувствительной липазы (ГЧЛ) в мезенхимальных 
стромальных клетках жировой ткани (МСК) и клеточных продуктах их адипогенной дифференцировки. В ходе 
исследования МСК были получены из жировой ткани 5 здоровых доноров. Адипогенная дифференцировка 
МСК продолжалась в течение 21 дня. После того, как были получены адипогенные культуры, вносили 
стимуляторы в следующих концентрациях: 5мкМ METRNL, 5мкМ BAIBA и 5 мкМ изопротеренола. С помощью 
вестерн-блоттинга оценили изменение содержание общей и активной (Ser552) ГЧЛ в клетках трех различных 
видов адипогенной дифференцировки в МСК. Мы наблюдали, что ГЧЛ и ее активная форма продуцируются 
в клеточных культурах, индуцированных факторами белой, бежевой и бурой адипогенной дифференцировки.

Ключевые слова: адипоциты; мезенхимальные стволовые клетки; метеорин-подобный 
белок; BAIBA.

EFFECT OF MYOKINES ON THE QUANTITY OF HORMONE SENSITIVE LIPASE 
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SUMMARY
The basic metabolic process associated with white and beige/brown adipose tissues is lipolysis – the sequential 

enzymatic process of the hydrolysis of triglycerides in the adipose tissue. It has been repeatedly shown that physical 
activity activates lipolysis. It has recently been shown that skeletal muscles have an endocrine role; producing a host 
of myogenic hormones – myokines. Current literature has an incomplete understanding of the interdependent relation-
ship between skeletal muscles and adipose tissue. 

We researched the influence of myocyte secreted cytokines (myokines) – meteorin-like protein (METRNL) and 
β-aminoisobutyric acid (BAIBA), and the adrenergic agonist isoproterenol on the levels of total and phosphorylated 
(Ser552) hormone sensitive lipase (HSL) in adipose tissue derived mesenchymal stromal cells (MSCs) and the cellular 
products of their adipogenic differentiation. The MSCs were obtained from 5 healthy donors. The adipogenic differen-
tiation protocol was carried out for a span of 21 days. After procuring the adipocyte cultures, the following stimulators 
were added – 5 µM METRNL, 5 µM BAIBA, and 5 µM isoproterenol. With the help of western blot, the change in the 
amount of total and activated levels of HSL were monitored in cells of three different adipogenic differentiation proto-
cols in MSCs. We observed that HSL and its activated form are produced in cell cultures induced with factors for white, 
beige, and brown adipogenic differentiation. 

Key words: adipocytes; mesenchymal stem cells; meteorin-like protein; BAIBA.

В организме человека сосуществуют три вида 
жировой ткани: белая, бурая и бежевая. Несмо-
тря на то, что все вместе они рассматриваются 
как «жировая ткань», они имеют различное кле-
точное происхождение, морфологию и функции 
в организме. В то время как белая жировая ткань 
депонирует энергию в виде триацилглицеридов 
в одиночной липидной вакуоли, бурая и бежевая 
жировая ткань содержат несколько липидных 
включений и больше цитоплазмы, что позволя-
ет им функционировать на более высоком мета-
болическом уровне. Третий тип жировой ткани 
– бежевая – является продуктом дифференци-
ровки/трансдифференцировки белых адипоци-
тов под действием специальной стимуляции и 
обозначается как «браунинг».

Бурая жировая ткань играет важную роль в 
поддержании температуры тела путем выработ-
ки тепла. Бурая жировая ткань, характерной, как 
казалось раньше, только для мелких млекопи-
тающих и новорожденных, с недавних времен 
привлекла большое внимание после выявления 
ее функциональной активности у взрослых и по-
тенциальной роли в лечении ожирения и сахар-
ного диабета. Многочисленные исследования 
показали, что трансплантация или активация 
бурых или бежевых адипоцитов снижает сте-
пень ожирения и улучшает чувствительность к 
инсулину [1; 2]. 

Влияние физических упражнений на термо-
генез бурой жировой ткани получил противоре-
чивые результаты. При исследовании на людях 
отмечалось снижение активности бурой жировой 
ткани (измеряемой по снижению поглощения 
глюкозы) в ответ на физическую нагрузку [3].

В белой жировой ткани физические упраж-
нения уменьшают размер адипоцитов, изменя-
ют экспрессию генов и увеличивают активность 
митохондрий. Трансплантация тренированных 
подкожных белых адипоцитов улучшает ме-
таболическое здоровье всего тела [4]. Таким 
образом, изменения в жировой ткани, вызван-

ные физическими упражнениями, могут быть 
частью механизма, с помощью которого физи-
ческие упражнения улучшают метаболическое 
здоровье [5].

Базовым метаболическим процессом, обе-
спечивающим функцию как белой, так и бурой/
бежевой жировой ткани, является липолиз – сту-
пенчатый ферментативный процесс гидролиза 
триацилглицеридов жировой ткани. 

Многократно показано, что физическая ак-
тивность активирует липолиз, что подтверж-
дается увеличением концентрации свободных 
жирных кислот и глицерола в сыворотке крови. 
Эта активация вызвана секрецией катехолами-
нов, натрийуретических пептидов, гормона ро-
ста и кортизола [6; 7].

В последнее время установлено, что ске-
летные мышцы обладают эндокринной актив-
ностью, продуцируя ряд мышечшых гормонов 
– миокинов. К ним относятся ирисин, метеорин-
подобный белок (METRNL), β-аминоизобутират 
(BAIBA), миостатин, фактор роста фибробла-
стов 21 (FGF21), интерлейкин-6 и ряд других 
факторов [8; 9]. В литературе имеются неполные 
сведения о влиянии данных факторов на липо-
лиз [10; 11]. Однако, влияние этих факторов на 
активность ГЧЛ в различных типах жировой 
ткани отсутствуют.

Поэтому целью нашей работы явилось изу-
чение влияния миокинов (метеорин-подобного 
белка и BAIBA) на содержание гормон-чувстви-
тельной липазы в клетках жировой ткани раз-
личных линий дифференцировки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе использовали 5 образцов МСК вы-

деленных из жировой ткани здоровых доноров, 
полученной в процессе косметической липосак-
ции. Все доноры подписали информированное 
согласие на участие в исследовании.

МСК из жировой ткани выделяли с исполь-
зованием 0,2% коллагеназы типа I (Панэко) в 
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течение 45 минут при 37°С в шейкере. После-
дующую стромально-сосудистую фракцию вы-
севали во флаконы T-75 (Corning) и доводили до 
конфлуенции 80-85% с помощью базальной сре-
ды – DMEM/F12 (Панэко) с 2мМ L-глютамина, 
10% FBS и 40 мкг/мл гентамицина. После того, 
как ADSCs были пересеяны как минимум 6 раз, 
был начат протокол адипогенной дифференци-
ровки.

Культуру белых адипоцитов получали 
из МСК путем их культивирования в среде 
MesenCult Adipogenic Differentiation Medium 
(StemCellTechnologies) после 21 дней.

Адипогенная дифференцировка для бурых и 
бежевых адипоцитов проводилась в чередую-
щихся фазах индукции (4 дня) с последующим 
поддержанием (3 дня) в течение 21 дня.

Культуру бурых адипоцитов получали из 
МСК путем их инкубации с 125 нг/мл BMP7 
(PeproTech) в течение 3 дней до начала ин-
дукции. Во время индукционной фазы адипо-
циты выращивались в MesenCult Adipogenic 
Differentiation Medium (StemCellTechnologies), 
с добавлением 1нМ Т3 (Сигма) и 1 мкМ рози-
глитазон (Сигма). Во время фазы поддержки они 
росли на базальной среде для МСК. 

Культуру бежевых адипоцитов получали 
из адипоцитов путем их культивирования в 
MesenCult Adipogenic Differentiation Medium 
(StemCellTechnologies), с добавлением 1нМ Т3 
(Сигма) во время фазы индукции и на базальной 
среде для МСК во время фазы поддержки.

В конце 21-дневного цикла дифференциров-
ки клетки были обработаны одним из следую-
щих стимуляторов: 5 мкМ метеорин-подобным 
белком (METRNL) (Aviscera Bioscience, США), 
5 мкМ бета-аминоизомаслянной кислотой 
(BAIBA) (Сигма, США) и 5 мкМ изопротерено-
лом (Сигма, США) в течение 16 часов.

Уровень общей ГЧЛ и ее фосфорилированной 
формы (Ser552) определяли методом иммуно-
блота с использованием специфичных монокло-
нальных антител. Клеточные лизаты были полу-
чены при обработке клеток лизисным буфером 
NP40. Концентрацию белка измеряли методом 
Брэдфорда с использованием красителя Кумасси 
G-450, затем образцы разбавляли до концентра-
ции 1 мг/мл. Белки в образцах денатурировали 
путем инкубации с загрузочным буфером при 
температуре 95˚С в течение 10 минут. Затем 
белки разделяли в 12% СДС-ПААГ и переноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану (0,45 мкм). 
Мембрану блокировали в 5% NFDM в течение 
12 часов при температуре +4˚С, после добавля-
ли первичные антитела HSL (orb40070) и HSL 
(p-Ser552) (orb99159) в концентрации [1:1000].

Статистическую обработку проводили пара-
метрическими и непараметрическими методами 
с использованием критерия Стьюдента и Уил-
коксона с помощью программы OriginLab.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Наши результаты показали, что в интакт-

ном состоянии в МСК отсутствует экспрессия 
ГЧЛ. При стимуляции МСК адреномиметиком 
изопротеренолом, и миокинами ГЧЛ также не 
появляется (табл. 1, табл. 2). Вероятно, это сви-
детельствует о том, что в мультипотентных ство-
ловых клетках липолиз не является обязатель-
ным метаболическим процессом.

В результате адипогенной дифференцировки 
активируется синтез ГЧЛ, о чем свидетельству-
ет обнаружение этого фермента в белых, в бу-
рых и бежевых адипоцитах (рис. 1). При этом 
максимальное содержание общей и фосфорили-
рованной формы ГЧЛ обнаружено в белых ади-
поцитах. Содержание ГЧЛ в бурых адипоцитах 
было ниже, чем в белых в 2,21 раз, при этом со-
держание активной фосфорилированной ГЧЛ 
формы было значительно ниже (в 2,73 раза). В 
бежевых адипоцитах содержание ГЧЛ было ми-
нимальным – в 5,3 и 2,4 раз меньше, чем в белых 
и бурых адипоцитах, соответственно. При этом 
содержание фосфорилированной формы ГЧЛ 
было 1,76 раз больше, чем в бурых адипоцитах.

Таким образом, при различной адипогенной 
дифференцировке наблюдается разное содер-
жание ГЧЛ: максимальное в белых адипоцитах, 
при этом 42,58% в активной фосфорилирован-
ной форме, а промежуточное в бурых адипоци-
тах, но только 34,4% в активной форме.

Стимуляция культур различной адипогенной 
дифференцировки метеорин-подобных белков 
и BAIBA, не показала статистически значимых 
изменений в содержании ГЧЛ (табл.1, рис. 1). 
Также, при стимуляции миокинами, не изме-
нилось уровень активной фосфорилированной 
формы этого фермента (табл. 2, рис. 2). 

Классический активатор липолиза изопрена-
лин показал статистически значимое уменьше-
ние содержания общей гормон-чувствительной 
липазы (табл. 1, рис. 1). Данный факт, вероятно, 
свидетельствует об активации изопреналином 
протеосомной деградации ГЧЛ по принципу 
отрицательной обратной связи регуляции липо-
лиза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате исследования 

нами установлена индукция экспрессии ГЧЛ во 
всех трех типах адипогенной дифференцировки 
и отсутствие статистически значимого влияния 
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Рис. 1. Экспрессия ГЧЛ в адипоцитах: Лизаты белых, бежевых и бурых адипоцитов были количе-
ственно проанализированы с помощью иммуноблоттинга. (а) полоски на нитроцеллюлозных мем-

бранах (б) относительная интенсивность полосовых сигналов (x10000), рассчитанная по отношению 
к интактным культурам внутри каждого вида адипоцитов (т. е. белый, бежевый и бурый отдельно).

Таблица 1 
Содержание ГЧЛ в клетках адипогенной дифференцировки

Контроль METRNL BAIBA Изопротеренол

МСК
Медиана 0 0 0 0

Q1 0 0 0 0
Q3 0 0 0 0

Белые 
адипоциты

Медиана 900218.3 629695.9 487021.5 482725.9
Q1 650145.5 376818 199262.5 342438.1
Q3 1200646 1103005 1059750 915789.6

Бежевый 
адипоциты

Медиана 614878.5
p1 < 0.05 427606.1 509554.6 604476.8

Q1 562364.6 338059 428310 547907.5
Q3 664605.1 576990.6 664000.1 710775.2

Бурый 
адипоциты

Медиана 289110.6
p1 < 0.05 238794.6 720006.7 296391.5

Q1 223856.3 178056.3 519250.2 248364.7
Q3 412911.8 320707.8 1606596 394454.9

Примечания: р1 – при сравнении с белыми адипоцитами. p2 – при сравнении с соответствующей 
интактной клеточной культурой
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Рис. 2. Экспрессия ГЧЛ Ser552 в адипоцитах: Лизаты белых, бежевых и бурых адипоцитов были 

количественно проанализированы с помощью иммуноблоттинга. (а) полоски на нитроцеллюлозных 
мембранах (б) относительная интенсивность полосовых сигналов (x10000), рассчитанная по отноше-

нию к интактным культурам внутри каждого вида адипоцитов 
(т. е. белый, бежевый и бурый отдельно).

Таблица 2
Содержание ГЧЛ в клетках адипогенной дифференцировки

Контроль METRNL BAIBA Изопротеренол

МСК
Медиана 0 0 0 0

Q1 0 0 0 0
Q3 0 0 0 0

Белые 
адипоциты

Медиана 2090847 2173099 2180587 1084410
р2 < 0,05

Q1 1633541 1517560 1703371 925311.3
Q3 2689641 3048104 2823120 1678473

Бежевые 
адипоциты

Медиана 330676.6
р1 < 0,05 448182.8 594420.5 629105.4

Q1 280379.4 361621.5 550354.7 523306.3
Q3 468244.3 570334.1 629864.2 699261.3

Бурые 
адипоциты

Медиана 883709.6
р1 < 0,05 1060735 1067019 416041.9

Q1 690804.6 704887.4 708561.1 364172.2
Q3 1202827 1373072 1390204 572584.4

Примечания: р1 – при сравнении с белыми адипоцитами. p2 – при сравнении с соответствующей 
интактной клеточной культурой
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на эти процессы гормонов мышечной ткани ме-
теорин-подобного белка и BAIBA. 
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РЕЗЮМЕ
Бесплодие – одно из наиболее распространенных заболеваний репродуктивной системы, которое несет 

значительную медицинскую и социальную нагрузку, затрагивая от 10 до 15% супружеских пар, одной из причин 
которого является синдром поликистозных яичников (СПКЯ), связаны с менструальными и эндокринными 
нарушениями. Изменение концентрации ключевых ферментов метаболического пути витамина D при СПКЯ 
может влиять на регуляцию местного тканевого гомеостаза. Механизмы ингибирования клеточного деления 
под действием витамина D до конца не изучены. Целью исследования является изучение экспрессии VDR и 
рецепторов гормонов в яичнике у женщин с СПКЯ.  Материал и методы. Пациентки были разделены на основную 
(I) и контрольную группы (II), в которые были включены женщины (n=60) в возрасте от 18 до 44 лет (средний 
возраст – 29,1±3,3 года), направленных на диагностическую лапароскопию по поводу бесплодия неясного 
генеза. Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование кист яичника проводили по стандартному протоколу с 
использованием антител к VDR, AR, ERß, PR. Методом полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ) определяли экспрессию VRD, 1α-OH, 24-OH в образцах кист яичников. Результаты. В 
образцах фрагментов кист I-й группы женщин с СПКЯ наблюдали следующую ИГХ-экспрессию изучаемых 
маркеров: VDR – 67,7±2,1%; AR – 51,7±1,3%; ERß – 23,1±1,2%; PR – 89,3±2,1%. По данным ПЦР-РВ в группе I 
относительная экспрессия VDR составила 4,31±0,18 у.е., против 2,17±0,11 у.е. в группе контроля. Заключение. 
В патогенезе СПКЯ ключевую роль играет комплексное нарушение метаболизма витамина D и андроген-
эстрогенового баланса, а также снижение уровня экспрессии ERß и повышение уровня PR. 

Ключевые слова: синдром поликистозных яичников, витамин D, андрогены, эстрогены, 
прогестерон.

ASSOCIATION OF OVARIAN VITAMIN D AND HORMONE RECEPTORS 
EXPRESSION IN WOMEN WITH POLYCYSTIC OVARY SYNDROME

Safi A. T.1, Demyashkin G. A.2, Orazov M. R.1, Kalinchenko S. Yu.1, Shaimardanova G. M.3, 
Karibekov T. S.3
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SUMMARY
Infertility is one of the most common diseases of the reproductive system, which carries a significant medical 

and social burden, affecting from 10 to 15% of married couples, and one of the causes of which is polycystic ovarian 
syndrome (PCOS), associated with menstrual and endocrine disorders. Changes in the concentration of key enzymes 
of the metabolic pathway of vitamin D in PCOS may affect the regulation of local tissue homeostasis. Mechanisms 
of inhibition of cell proliferation under the action of vitamin D have not been fully explored. The aim of the study is to 
investigate the expression of VDR and hormone receptors in the ovaries of women with PCOS.  Material and methods. 
Patients were divided into main (I) and control groups (II), that included women (n=60) aged 18 to 44 years (mean 
age - 29.1±3.3 years), who at diagnostic laparoscopy due to infertility of unknown cause. Immunohistochemical (IHC) 
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study of ovarian cysts was performed according to a standard protocol using antibodies to VDR, AR, ERß, PR. The 
expression of VRD, 1α-OH, 24-OH in samples of ovarian cysts was determined by polymerase chain reaction in real 
time (PCR-RT). Results. The following IHC expression of the studied markers was observed in the samples of the 1st 
group cysts of women with PCOS: VDR - 67.7±2.1%; AR - 51.7±1.3%; ERß - 23.1±1.2%; PR - 89.3±2.1%. Accord-
ing to PCR-RT data, the relative VDR expression in group I was 4,31±0,18 arb. u., vs 2,17±0,11 arb. u. in the control 
group. Conclusions. The key role in PCOS pathogenesis is played by complex metabolism disorder of vitamin D and 
androgen-estrogen balance as well as decrease of ERß and increase of PR expression level. 

Key words: polycystic ovary syndrome, vitamin D, androgens, estrogens, progesterone.

Бесплодие – одно из наиболее распростра-
ненных заболеваний репродуктивной системы, 
которое несет значительную медицинскую и 
социальную нагрузку, затрагивая от 10 до 15% 
супружеских пар [1]. Среди причин бесплодия 
в том числе выделяют синдром поликистозных 
яичников (СПКЯ), который связан как с менстру-
альными, так и с эндокринными нарушениями.

Биологическое действие витамина D опосре-
довано активацией специфического рецептора 
витамина D (VDR), который экспрессируется 
в различных органах и тканях, включая клетки 
костной ткани, щитовидной и паращитовид-
ных желез, органов репродуктивной систем, в 
частности в яичниках. 1,25(OH)D, связываясь 
с VDR, образует гетеродимерный комплекс с 
ретиноидным-Х рецептором (RXR) и образует 
комплекс с VD-зависимыми участками молеку-
лы ДНК (VDRE – Vitamin D Response Elements). 
Последние, в свою очередь, напрямую или опос-
редованно регулируют транскрипцию зависи-
мых генов, поддерживающих клеточный гоме-
остаз и принимающих участие в пролиферации 
клеток, их дифференцировке, а также иммунном 
ответе [2].

Выявлено, что изменение экспрессии VDR 
в гормон-зависимых тканях подвержено ци-
клическим изменениям как в норме, так и при 
СПКЯ. В клеточном метаболизме 25(ОН)D 
также происходят зависимые сдвиги, которые 
характеризуются изменением экспрессии клю-
чевых ферментов метаболического пути вита-
мина D:  1-α-гидроксилаза (1α-OH), обеспечи-
вающая синтез активной формы витамина D 
(1,25(OH)2D3), и 24-гидроксилаза (24-ОН), об-
уславливающая её инактивацию [3].

Высокий уровень экспрессии ключевых 
ферментов метаболического пути витамина D у 
женщин с СПКЯ указывает на возможный па-
ракринный и аутокринный эффект витамина D 
на регуляцию местного тканевого гомеостаза. 
Повышение уровня экспрессии 1α-OH предпо-
лагает усиление образования активной формы 
витамина D – 1,25(OH)2D3, который способен 
оказывать антипролиферативный эффект на 
клетки фолликулов яичника.

В связи с этим повышение уровня экспрессии 
24-гидроксилазы представляется компенсатор-
ным явлением, связанным с необходимостью 

местной утилизации 1,25(OH)2D3 при его повы-
шенном синтезе [3].

Наименьший уровень экспрессии VDR, 1α-
OH и 24-ОН соответствует фазе пролиферации 
эндометрия и коррелирует с активным ростом 
и созреванием фолликулов яичника, что под-
тверждает данные об антипролиферативном 
действии витаимна D на гормонзависимые тка-
ни, в частности, на фолликулы яичника [4].

Механизмы ингибирования клеточного де-
ления под действием витамина D до конца не 
изучены. Среди них наибольшее значение при-
дают активации апоптоза, торможению клеточ-
ного цикла в фазе G1 и угнетению местного ан-
гиогенеза [5]. В связи с этим огромный интерес 
представляет изучение ключевых маркеров, на-
прямую или опосредованно участвующих в вы-
шеописанных процессах.

Член семейства ядерных рецепторов, андро-
геновый рецептор (АР, AR) является ключевым 
транскрипционным фактором, опосредующим 
андроген-индуцированные сигналы в клетке. 
Экспрессия АР в яичниках всех млекопитающих 
опосредуют эффект андрогенов в развитии фол-
ликулов яичников. Установлено, что АР регули-
рует сигнальные пути гранулезных клеток, что, 
по-видимому, способствует росту преантраль-
ных фолликулов и предотвращает их атрезию. В 
недавних исследованиях подтверждено, что АР 
является важным регулятором клеточной актив-
ности гранулезных клеток, а высокую экспрес-
сию АР в них связывают с развитием СПКЯ [6]. 
В то время как избыток андрогенов активирует 
развитие фолликула, этот же механизм участву-
ет в последующем образовании дисфункцио-
нальных антральных фолликулов, что вносит 
вклад в развитие СПКЯ [7].

Цель исследования: изучение экспрессии 
VDR и рецепторов гормонов в яичнике у жен-
щин с синдромом поликистозных яичников. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследовании приняли участие 60 женщин, 

давших добровольное информированное согла-
сие на включение их в изучаемую группу, забор 
у них биологического материала, изучение кли-
нических, лабораторных и инструментальных 
показателей, статистическую обработку и пу-
бликацию полученных результатов. Исследова-
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ние получило одобрение комитетом по биоэти-
ке № 15 Медицинского института Российского 
университета дружбы народов, г. Москва.

Дизайн исследования включал разделение 
исследуемой когорты пациенток на основную 
группу (I) и группу контроля (II), в которые были 
включены женщины (n=60) в возрасте от 18 до 
44 лет (средний возраст – 29,1±3,3 года), направ-
ленных на диагностическую лапароскопию по 
поводу бесплодия неясного генеза (МКБ-10: 
N97.9 – Женское бесплодие неуточненное). I-ю, 
основную группу (n=30) составили пациентки 
(средний возраст – 29,1±3,3 года) с подтверж-
денным диагнозом СПКЯ; II-я, контрольная 
группа (n=30) – пациентки без СПКЯ (средний 
возраст – 29,1±3,3 года) с диагностированной 
фолликулярной кистой яичника (ФКЯ). 

Диагнозы СПКЯ и ФКЯ в группах I и II были 
верифицированы инструментальным (УЗИ ор-
ганов малого таза), лапароскопическим и мор-
фологическим исследованиями с клиническим 
подтверждением СПКЯ согласно Роттердам-
ским критериям на основании наличия: гипе-
рандрогении (ГА), поликистозных яичников по 
результатам УЗИ, олиго-ановуляции.

Объектом морфологического исследования 
служил операционный материал – стенки резе-
цированных кист яичников при СПКЯ (основная 
группа) и ФКЯ (группа контроля).

Визуализацию материала производили на 
светооптическом микроскопе Leica DM 4000 B 
(«Leica», Германия), совмещенном с видеокаме-
рой и программным обеспечением.

Гистологическое исследование выполняли на 
парафиновых срезах, окрашенных гематоксили-
ном и эозином. 

Иммуногистохимическое исследование про-
водили по стандартному протоколу в автомати-
ческом режиме в иммуногистостейнере Bond-
Max («Leica», Германия). Первичные антитела: 
VDR (Anti-Vitamin D Receptor, Clone ab3508, 
1:300), AR (Anti-Androgen Receptor antibody, 
Clone ab108341, 1:250), ERß (Anti-Estrogen 
Receptor beta antibody, Clone ab288, 1:200), 
PR (Anti-Progesterone Receptor antibody, Clone 
ab16661, 1:300). В качестве вторичных применя-
ли универсальные антитела (HiDef Detection™ 
HRP Polymer system, «Cell Marque», США), по-
зволяющие выявлять мышиные и кроличьи пер-
вичные антитела, конъюгированные с фермент-
ным комплексом на основе пероксидазы хрена. 
Для каждого маркера выполнялись контрольные 
исследования с целью исключения псевдопози-
тивных и псевдонегативных результатов. Ядра 
клеток докрашивали гематоксилином Майера; 
срезы промывали под проточной водой; деги-
дратировали и заключали в бальзам.

Характер иммуногистохимических реакций 
оценивали, используя полуколичественную 
шкалу по 3-балльной системе с подсчетом коли-
чества иммунопозитивных клеток в 10 случайно 
отобранных полях зрения при увеличении ×400 
(в %): «–» отсутствие, «+» слабая (5–25% кле-
ток), «++» умеренная (25–50% клеток), «+++»  
выраженная (≥51% клеток).

Полимеразная цепная реакция в режиме ре-
ального времени. Материал фрагментов капсул 
кист яичников обеих групп помещали в стабили-
зирующий раствор RNAlater (QIAGEN, Нидер-
ланды) и хранили при t=-70°C. Впоследствии 
образцы подвергали гомогенизации согласно 
стандартному протоколу. Экстракцию тотальной 
РНК производили с использованием набора го-
товых реактивов RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, 
Нидерланды). Синтез комплементарной ДНК 
(кДНК) с матрицы полученной РНК осущест-
вляли с помощью набора SuperScript™ VILO™ 
Master Mix (Invitrogen). Выделенные кДНК 
подвергались ПЦР-РВ с использованием гото-
вой смеси реагентов ABsolute Blue QPCR Mix 
(Thermo Scientific, США) с интеркалирующим 
флуоресцентным красителем SYBR Green I. 
ПЦР-РВ проводилась с использованием StepOne 
System (Applied Biosystems, CША) и штатного 
программного обеспечения. Анализ экспрессии 
генов был проведен с использованием метода 
определения порогового цикла (Ct) и вычисле-
ния относительной экспрессии генов согласно 
протоколу. Нормирование и внутренний кон-
троль выполнены относительно референсного 
гена «домашнего хозяйства» глицеральдегид-3-
фосфат дегидрогеназы (GAPDH), уровень экс-
прессии которого по умолчанию считается по-
стоянным. Статистический контроль проводили 
относительно группы контроля c ФКЯ. Подбор 
праймеров был осуществлён на основании об-
щедоступных материалов о последовательно-
стях ДНК и мРНК генов в базе данных NCBI 
с использованием программы Primer-BLAST: 
VDR и 1α-OH, 24-OH — 1-альфа-гидроксилаза 
и 24-гидроксилаза.

Статистический анализ. Полученные в ре-
зультате подсчета данные статистически обра-
батывали с использованием компьютерной про-
граммы SPSS 7.5 for Windows statistical software 
package (IBM Analytics, США). При этом опреде-
ляли вариационные ряды, выборочное среднее, 
стандартное отклонение выборочного среднего 
(SD) и вероятность различия. Затем оценивали 
соответствие/несоответствие полученных ре-
зультатов нормальному распределению с при-
менением критерия Колмагорова–Смирнова. 
При статистической обработке для оценки до-
стоверности различий средних значений между 
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группами использовались следующие непараме-
трические критерии: U-критерий Манна–Уитни, 
Н-критерий Краскалла-Уоллеса. При отсутствии 
нормального распределения данных использо-
вали непараметрический критерий F. Wilcoxon 
(Statistical Methods for Research Workers) с 
уровнем значимости p<0,05. Количественные 
данные, полученные в ходе ПЦР-РВ, были про-
анализированы с использованием рангового 
дисперсионного анализа ANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Микроскопическое описание яичников с 

СПКЯ: множество кистозно изменененных  фол-
ликулов, покрытых плотной фиброзной капсу-
лой; лютеинизация внутренней теки (гиперте-
коз), небольшое количество желтых и белых тел 
и имитирующие их ановуляторные атретические 
фолликулы.

В образцах фрагментов кист I-й группы жен-
щин с СПКЯ наблюдали выраженную (3 бал-
ла) иммунопозитивную реакцию на антитела к 
рецептору витамина D (VDR) в нуклеоплазме 
текацитов стенки кисты и частично в строме 
яичника. Согласно результатам морфометриче-
ского анализа с количественной оценкой уров-
ня экспрессии VDR в образцах кист яичника в 
основной группе женщин плотность ИГХ мар-
кирования VDR составила 67,7±2,1% (p<0,05), 
что в 2,1 раза превышает значения иммуноло-
гического маркирования VDR в контрольной 
группе  – 35,3±1,9% (p<0,05), что, предполо-
жительно, указывает на компенсаторное повы-
шение экспрессии рецептора 25(ОН)D в тека-
цитах яичников у пациенток группы I с СПКЯ 
(табл.  1; рис. 1).

Выраженную (3 балла) и умеренную (2 бал-
ла) ИГХ-экспрессию AR обнаружили в текаци-
тах препаратов I-й группы и в меньшей степе-
ни в клетках стромы яичника. В контрольной 
группе наблюдали умеренное (2 балла) окраши-
вание на AR в текацитах, гранулезных клетках 
и также в клетках стромального компартмента 
(рис. 1). Плотность относительного ИГХ марки-

рования AR в группе I составила 51,7±1,3% vs. 
32,3±1,1%, что превосходит плотность экспрес-
сии AR в основной группе в 1,6 раза по срав-
нению с группой контроля (p<0,05) (табл.  1; 
рис.  1). 

ИГХ экспрессия в полученных препаратах 
фрагментов капсул яичников женщин I-й груп-
пы на антитела к рецепторам эстрогенов (ERβ) 
во обеих изучаемых группах была умеренной (2 
балла). В тоже время экспрессия PR была вы-
раженной (3 балла) во всех компартментах по-
лученных препаратов обеих изучаемых групп 
(рис. 1). При количественном анализе показа-
тели плотности ИГХ маркирования ERβ были 
незначительные 23,1±1,2% vs. 37,4±1,8% в пре-
паратах кист группы I у женщин с СПКЯ и в 
образцах фрагментов капсул фолликулярных 
кист яичников группы контроля, соответствен-
но, что ниже значений группы с ФКЯ в 1,7 раза 
(p<0,05). Напротив, обнаружили выраженную 
плотность экспрессии PR в строме и текацитах 
микропрепаратов основной группы пациенток с 
СПКЯ – 89,3±2,1% (p<0,05), и сравнимую ИГХ 
экспрессию в образцах контрольной группы – 
67,3±1,6% с незначительным различием в 1,3 
раза по степени плотности ИГХ маркирования 
PR (p<0,05) (табл. 1; рис. 1).

По результатам ПЦР-РВ выявлена стати-
стически достоверная зависимость между ме-
таболизмом 25(ОН)D в клетках кист яичника 
при СПКЯ. В группе I у женщин с СПКЯ экс-
прессия генов, кодирующих основные фермен-
ты метаболизма витамина D (1α-OH, 24-OH), в 
значительный степени, практически в 2,3-3,0 
раза, превышают данный показатель в группы 
контроля. В группе I и II значения 1α-OH со-
ставили 2,84±0,12 у.е. vs. 1,25±0,14 у.е., соответ-
ственно, что выше значений контрольной груп-
пы в 2,3 раза (p<0,05). Для 24-OH: 3,13±0,15 у.е. 
для основной группы пациенток с СПКЯ, что в 
2,9 раза выше значений контрольной группы с 
ФКЯ – 1,05±0,09 у.е. (p<0,05) (табл. 2).

Оценка экспрессии VDR подтверждает дан-
ные, полученные при ИГХ исследовании. В 

Таблица 1
Результаты иммуногистохимических реакций в яичнике при СПКЯ и фолликулярной кисте, М±SD, 

% (p<0,05)

Маркеры 
Синдром 

поликистозных яични-
ков (I группа)

Контрольная группа (II 
группа) p

VDR 67.7±2.1 35.3±1.9 0.01568
AR 51.7±1.3 32.3±1.1 0.02316
Erβ 23.1±1.2 37.4±1.8 0.01125
PR 89.3±2.1 67.3±1.6 0.03741
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Рис. 1. Фрагменты кист яичника (иммуногистохимический метод, докрашивание 
гематоксилином, N-× увелич.): слева – I группа (СПКЯ), справа – II группа (ФКЯ) 

 

Рис. 1. Фрагменты кист яичника (иммуногистохимический метод, докрашивание гематоксилином, 
N-× увелич.): слева – I группа (СПКЯ), справа – II группа (ФКЯ

Таблица 2
Экспрессия генов в ткани яичника при СПКЯ и фолликулярной кисте, М±SD, у.е. (p<0,05)

Гены Синдром поликистозных яичников 
(I группа) Контрольная группа (II группа)

VDR 4.31±0.18* 2.17±0.11
1α-OH 2.84±0.12* 1.24±0.14
24-OH 3.13±0.15* 1.05±0.09

Примечание: * – различия статистически значимы по сравнению с группой II (р<0,05), у.е. – ус-
ловные единицы
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группе I относительная экспрессия VDR соста-
вила 4,31±0,18 у.е., в группе контроля – 2,17±0,11 
у.е., что в 2 раза ниже значений экспрессии VDR 
основной группой женщин с СПКЯ (табл. 2).

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют об увеличении метаболизма 25(ОН)
D и косвенно подтверждают его дефицит путем 
изменения субстрат-ферментного соотноше-
ния. Аналогичная зависимость наблюдается в 
экспрессии VDR, что подтверждает результаты 
проведенного ИГХ исследования на маркирова-
ние VDR в капсулах кист яичника у пациенток 
изучаемой группы, что лежит в основе одного из 
возможных механизмов нарушения созревания 
фолликулов при СПКЯ на фоне повышения экс-
прессии андрогеновых рецепторов в гранулез-
ных и текальных клетках яичника.

ОБСУЖДЕНИЕ
СПКЯ является одним из распространенных 

эндокринных заболеваний, включающее репро-
дуктивные и метаболические нарушения. Не-
смотря на определенный прогресс в диагностике 
и клиническом исследовании СПКЯ, существу-
ют лишь несколько конкретных данных об эти-
опатогенетических механизмах его развития [8]. 
Несмотря на то, что отсутствуют сообщения об 
определенном влиянии генетических вариаций 
и восприимчивости к СПКЯ, но были получены 
данные о VDR- и D-ассоциированных вариантов 
СПКЯ [9]. Напротив, Багери и др. считают, что 
статистически значимой связи между экспрес-
сией VDR и СПКЯ не существует [10].

Настоящее исследование было проведено для 
изучения относительной экспрессии рецепторов 
VDR и гормонов у женщин, страдающих СПКЯ. 
Высокая экспрессия пути ключевых ферментов 
витамина D у женщин с СПКЯ указывает на 
возможное паракринное и аутокринное влияние 
витамина D на регуляцию местного гомеостаза 
яичника. Учитывая гормонозависимый харак-
тер созревания фолликула яичника, изменения 
в экспрессии VDR могут напрямую влиять на 
этот процесс, воздействуя на клетку и препят-
ствуя ее нормальной пролиферации [11; 12]. 
Увеличение экспрессии 1α-OH подразумевает 
интенсивное образование активного витамина 
D, который может оказывать антипролифератив-
ное действие на клетки фолликулов яичников. 
Следовательно, повышение экспрессии 24-OH 
считается компенсаторным феноменом, связан-
ным с необходимостью локальной утилизации 
1,25 (OH) 2D3 при его повышенном синтезе.

В настоящее время механизм ингибирова-
ния витамином D неясен. Однако наибольшее 
значение среди них имеют такие факторы, как 
усиление апоптоза, ингибирование клеточного 

цикла на стадии G1 и подавление местного ан-
гиогенеза [6; 13; 14].

ИГХ-экспрессия AR в группе I была выше по 
сравнению с контролем, что означает, что по-
вышенная экспрессия рецепторов андрогенов 
может быть причиной нарушения созревания 
фолликулов при СПКЯ [15; 16].

В то время как избыток андрогенов акти-
вирует развитие фолликулов, тот же механизм 
запускает в последующем формирование дис-
функциональных антральных фолликулов, что 
способствует развитию СПКЯ.

Результаты исследования ясно показывают, 
как изменения в гормональной рецепции ткани 
яичников могут повлиять на патоморфологиче-
ские изменения и появлению клинических сим-
птомов СПКЯ, по сравнению с фолликулярными 
кистами. Вариации в экспрессии VDR могут при-
вести к нарушению восприимчивости, в то время 
как сывороточные уровни витамина D и гормо-
нов могут оставаться в пределах нормы. Влия-
ние витамина D на клинические исходы СПКЯ 
и активность рецепторов гормонов ткани яични-
ков у женщин с дефицитом витамина D или без 
него может пролить свет на взаимосвязь между 
витамин-D-зависимыми метаболическими и мор-
фологическими изменениями у женщин с СПКЯ.

Основным ограничением этого исследования 
был небольшой размер выборки и ее ретроспек-
тивный характер. Хотя в качестве пилотного ис-
следования он выявляет несколько интересных 
фактов, которые необходимо подтвердить даль-
нейшими более детальными исследованиями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании проведенного морфологиче-

ского, ИГХ исследований и ПЦР-РВ можно сде-
лать вывод, что в патогенезе СПКЯ и развитии 
ассоциированного бесплодия играет роль:

• комплексное нарушение метаболизма 
витамина D с развитием компенсаторной 
гиперэкспрессии VDR в гормон-зависи-
мых клетках фолликулов яичника;

• нарушение андроген-эстрогенового ба-
ланса с нарушением метаболических пу-
тей андрогенов в клетках в гормон-зави-
симых клетках фолликулов яичника;

• снижение уровня экспрессии эстроге-
новых рецепторов и повышение уровня 
рецепторов к прогестерону коррелирует 
с лютеинизацией клеток теки и гранулез-
ных клеток в фолликулах яичников, что в 
совокупности обуславливает усиленный 
рост фолликула с нарушением его созре-
вания и отсутствием физиологической 
атрезии, лежащей в основе формирова-
ния ановуляторного варианта СПКЯ.
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РЕЗЮМЕ
Цель исследования – в экспериментальных условиях изучить влияние электромагнитного излучения 

дециметрового диапазона на проницаемость эритроцитарных мембран. Объектом исследования служила 
кровь 80 белых крыс, 60 из них в течение трёх месяцев находились под действием электромагнитного 
излучения дециметрового диапазона. 20 животных контрольной группы не подвергались воздействию 
электромагнитного поля. Интенсивность процессов свободнорадикального окисления оценивали с помощью 
хемилюминесцентного анализа эритроцитов и плазмы крови. Проницаемость эритроцитарных мембран 
и содержание восстановленного глутатиона в эритроцитах крови определяли спектрофотометрически. 
Длительное нахождение животных в условиях действия электромагнитного поля приводит к выраженным 
изменениям показателей хемилюминесценции в эритроцитах: снижение максимальной интенсивности 
хемилюминесценции (Imax), светосуммы (S) и светосуммы после максимального значения хемилюминесценции 
(Simax). Несмотря на увеличение содержания глутатиона и показателя хемилюминесцентного анализа tg2, 
отражающего антиоксидантный потенциал, происходит повышение проницаемости эритроцитарных мембран 
под действием электромагнитного излучения.

Ключевые слова: проницаемость эритроцитарной мембраны, хемилюминесцентный 
анализ, глутатион, электромагнитное излучение.

INFLUENCE OF ELECTROMAGNETIC RADIATION ON THE 
PERMEABILITY OF ERYTHROCYTE MEMBRANES

Selin A. D.1, Terekhina N. A.1, Terekhin G. A.2

1Perm State Medical University named after academician E. A. Wagner, Perm, Russia
2Perm State Pharmaceutical Academy, Perm, Russia

SUMMARY
The purpose of the survey is to experimentally study the influence of electromagnetic radiation from the decimeter 

range on the permeability of erythrocyte membranes. The object of the study was the blood of 80 white rats, 60 of 
them for three months were under the influence of electromagnetic radiation of the decimeter range. 20 animals of the 
control group were not exposed to electromagnetic fields. The intensity of free radical oxidation was evaluated using 
chemiluminescent analysis of red blood cells and blood plasma. The permeability of erythrocyte membranes and the 
content of reduced glutathione in blood erythrocytes were determined spectrophotometrically. A prolonged stay of 
animals under the influence of an electromagnetic field leads to pronounced changes in chemiluminescence indices in 
erythrocytes: a decrease in the maximum intensity of chemiluminescence (Imax), light sum (S), and light sum after the 
maximum value of chemiluminescence (Simax). Despite the increase in the content of glutathione and the chemilumi-
nescent analysis index tg2 reflecting the antioxidant potential, there is an increase in the permeability of erythrocyte 
membranes under the influence of electromagnetic radiation.

Key words: erythrocyte membrane permeability, chemiluminescent analysis, glutathione, 
electromagnetic radiation.

Развитие научно-технического прогресса 
привело к появлению устройств, являющихся 
источниками электромагнитного излучения, 

которые оказывают негативное влияние на де-
ятельность всех органов и систем живого орга-
низма [1; 2]. Наиболее весомый вклад в электро-
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магнитную нагрузку, оказываемую на человека, 
вносят мобильные устройства – подвижные 
станции сотовой связи (мобильные телефоны). 
Сотовый телефон представляет собой малога-
баритный приёмопередатчик, который являет-
ся источником электромагнитного излучения 
(ЭМИ) дециметрового диапазона. Особенно-
стью мобильных устройств является максималь-
ная приближенность к человеку, бесконтрольное 
использование. Особую опасность ЭМИ пред-
ставляет для беременных женщин и детей [2]. 
Есть данные, что ЭМИ способствует развитию 
окислительного стресса [3; 4]. Свободные ради-
калы могут быть чрезвычайно токсичными для 
клеточного гомеостаза [5]. Антиоксидантная си-
стема является основным регулирующим звеном 
в нейтрализации токсичных компонентов, кото-
рые образуются в свободнорадикальных реакци-
ях [6]. Дисбаланс или недостаточная активность 
компонентов антиоксидантной системы может 
являться предиктором развития ряда патологи-
ческих процессов. Оценить интенсивность сво-
боднорадикального окисления (СРО) позволяет 
метод хемилюминесцентного анализа. Интенсив-
ность хемилюминесценции коррелирует с выра-
женностью патологического процесса [7; 8; 9].

Цель исследования ‒ в экспериментальных 
условиях изучить влияние электромагнитного 
излучения дециметрового диапазона на прони-
цаемость эритроцитарных мембран.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Лабораторные исследования биохимических 

показателей проводились на базе кафедры био-
химии Пермского государственного медицинско-
го университета имени академика Е. А. Вагнера, 
экспериментальная часть работы была выполне-
на на базе токсикологической лаборатории кафе-
дры экстремальной медицины Пермской государ-
ственной фармацевтической академии. Мембра-
ну эритроцита удобно использовать для изучения 
проницаемости биологических мембран, так как 
её состояние отражает процессы в мембранах 
клеток различных тканей [9; 10]. Исследование 
было выполнено на 80 белых нелинейных крысах 
обоих полов, массой 150-220 г. На момент начала 
эксперимента возраст всех животных составлял 1 
месяц. Световой режим для опытной и контроль-
ной групп животных сохранялся стандартным: 9 
часов освещения и 15 часов затемнения. Крысы 
содержались на стандартном рационе вивария со 
свободным доступом к воде и пище. 20 живот-
ных контрольной группы находились в помеще-
нии вивария при фоновых показаниях плотности 
потока энергии электромагнитного излучения 
0,1 мкВт/см2. 60 крыс опытной группы в течение 
трёх месяцев находились в другом помещении 

под воздействием электромагнитного поля, кото-
рое было создано с помощью шести мобильных 
телефонов распространенной марки «Nokia», ра-
ботающих в диапазоне частот передачи от 900 до 
1800 МГц. Оценка фонового уровня плотности 
потока электромагнитной энергии проводилась 
прибором (П3-33М) согласно СанПиН 2.2.4.3359-
16 «Санитарно-эпидемиологические требования 
к физическим факторам на рабочих местах» и со-
ставляла не более 0,1 мкВт/см2. Для достижения 
равномерного распределения электромагнитной 
нагрузки в течение длительного периода была 
использована программа «Аuto Redial». С помо-
щью данной программы одновременно произво-
дились звонки на шесть мобильных устройств, 
которые создавали следующие условия облуче-
ния животных: несущая частота 1745 МГц, 170 
мин/день, фракциями по 30 секунд в режиме до-
звона с интервалом в 4 минуты. Все животные 
опытной и контрольной групп были размещены 
по 10 особей в клетках размерами 598x380x200 
(мм), изготовленных из радиопрозрачного ма-
териала ‒ плексигласа. Мобильные устройства 
располагались на специальных подставках по 
ширине клетки, с каждой стороны по три шту-
ки на расстоянии 5 см от клетки. В зависимости 
от удаленности антенны мобильных устройств 
плотность потока электромагнитной энергии в 
клетке составляла в среднем 67,0±5,0 мкВт/см2 
с экспозицией 170 минут, что соответствует пре-
дельно допустимому уровню энергетических экс-
позиций 200 (мкВт/см2)*ч для данного диапазона 
частот. Хемилюминесцентный анализ крови про-
водили с помощью биохемилюминометра БХЛ-
07 по методу [11]. Содержание восcтановленного 
глутатиона в эритроцитах определяли по методу 
[12]. Проницаемость эритроцитарных мембран 
оценивали по методу [13]. Анализ полученных 
результатов проводили с применением методов 
вариационной статистики при помощи пакета 
программ Statistica 10.0. После проверки нор-
мальности распределения вариационных рядов в 
изучаемых группах определяли средние величи-
ны (М), ошибку средних величин (m). Использо-
вали t-критерий Стьюдента для оценки достовер-
ности изменений. При уровне значимости р<0,05 
различия считали достоверными. Степень тес-
ноты корреляционной связи между параметрами 
хемилюминесцентного анализа определяли при 
расчете линейного коэффициента корреляции. 
Определение прочности связи между исследуе-
мыми параметрами оценивали по шкале Чеддока.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Выявлены существенные изменения пока-

зателей хемилюминесцентного анализа в эри-
троцитах периферической крови крыс, нахо-
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дившихся в течение трех месяцев в условиях 
действия электромагнитного поля. Наряду с до-
стоверным снижением максимальной интенсив-
ности хемилюминесценции (Imax), светосуммы 
(S) и светосуммы после максимального значе-

ния хемилюминесценции (Simax), установлено 
статистически значимое повышение показателя 
tg2, отражающего антиоксидантный потенциал 
крови (рис. 1). Не обнаружено существенных из-
менений в плазме крови крыс опытной группы. 

Рис. 1. Хемилюминесцентный анализ эритроцитов и плазмы крови крыс (M±m) после длительного 
нахождения в условиях действия электромагнитного поля.

Анализ изменения равновесия в системе 
прооксиданты-антиоксиданты в эритроцитар-
ных мембранах при ЭМИ проводился по ве-
личине коэффициентов К1, К2, К3, К4, пред-
ставляющих соотношения параметров Imaх, S, 
Simax, tg2 опытной группы крыс к значениям 
контрольной группы животных. В ходе экс-

перимента было установлено, что длительное 
влияние электромагнитного излучения дециме-
трового диапазона 67,0±5,0 мкВт/см2 с экспози-
цией 170 минут приводит к изменению равно-
весия в системе прооксиданты-антиоксиданты, 
о чём свидетельствуют изменения значений ко-
эффициентов (табл. 1).

Таблица 1
Показатели изменения равновесия в системе прооксиданты-антиоксиданты в эритроцитарных мем-

бранах крови крыс при электромагнитном излучении

Эритроциты

Группы К1= [Imaх]о 
       Imaх]к

К2= [S]о 
        [S]к 

К3= [Simax]о
        [Simax]к 

К4= [tg2]о 
        [tg2]к

Контроль 1 1 1 1
Опыт ↓0,49* ↓0,35* ↓0,39* ↑0,45*

Примечания: - при p<0,05 достоверность различий по сравнению с контролем; - К1, К2, К3 ↓ - из-
менение равновесия в системе прооксиданты по сравнению с контролем; - К4 ↑ - изменение равно-
весия антиоксидантного потенциала по сравнению с контролем

Наблюдается снижение интенсивности про-
цессов СРО на фоне роста показателя tg2. При 
изучении интенсивности процессов СРО и анти-
оксидантного потенциала в мембранах эритро-
цитов в норме и при действии ЭМИ наиболее 
выраженные изменения были зафиксированы 
в изменении тесноты связи между показателя-
ми Imax и tg2. При помощи корреляционного 
анализа данных параметров была определена 
степень тесноты связи и коэффициент детерми-
нации (табл. 2).

При определении прочности связи между по-
казателями СРО и антиоксидантного потенциа-
ла в группе контроля была установлена очень 
тесная связь, в опытной группе ‒ высокая. При 
оценке значимости уравнения регрессии произ-
водили расчет коэффициента детерминации R2. 
В группе контроля точность подбора уравнения 
регрессии ‒ высокая (R2=0,87), которая обуслав-
ливает, что в 87% случаев изменения x приводят 
к изменению y. В опытной группе коэффициент 
детерминации R2=0,54, что говорит о прием-
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Таблица 2
Корреляционный анализ показателей хемилюминесценции Imaх(y) и tg2(x) в эритроцитарных мем-

бранах крови крыс при электромагнитном излучении

Группы а0 а1 rxy Теснота связи R2

Контроль -1,80 14,35 -0,93 Очень тесная 0,87
Опыт -1,91 1,80 -0,73 Высокая 0,54

лемости исследуемой модели и достоверности 
корреляционных связей между исследуемыми 
показателями.

При длительном влиянии электромагнитного 
излучения повышается проницаемость мембран 
эритроцитов, уже при концентрации мочевины 
0,150 ммоль/л (рис. 2). 

Рис. 2. Проницаемость мембран эритроцитов пе-
риферической крови крыс (M±m) после длитель-

ного нахождения в условиях действия электро-
магнитного поля.

В ходе эксперимента при действии ЭМИ 
было зафиксировано статистически значимое 
увеличение основного неферментативного ан-
тиоксиданта эритроцитов ‒ восстановленного 
глутатиона почти на 20% (2,83±0,07, p<0,05), 
по сравнению с группой контроля (2,28±0,10, 
p<0,05), что обусловлено компенсаторной акти-
вацией антиоксидантной защиты. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В эксперименте на крысах установлено, что 

длительное в течение трёх месяцев действие 
электромагнитного поля дециметрового диа-
пазона приводит к изменениям показателей хе-
милюминесцентного анализа эритроцитов пе-
риферической крови. Увеличение показателя 
tg2 в эритроцитах крови может быть обуслов-
лено увеличением восстановленного глутатио-
на, что связано с компенсаторной активацией 
антиоксидантной защиты. Система глутатиона 
принимает непосредственное участие в защите 
клетки от повреждающего действия свободных 

радикалов. Показатели системы глутатиона в 
эритроцитах используются для установления 
степени тяжести интоксикации, оценки эффек-
тивности лечения и прогноза [14;15;16]. Чув-
ствительными к действию ксенобиотиков яв-
ляются показатели антиоксидантной защиты, 
СРО, энергетического обмена, микросомаль-
ного окисления [16;17;18;19]. Интенсификация 
СРО, окислительная модификация белковых 
молекул, снижение активности антиоксидант-
ной защиты клетки приводит к изменениям 
структуры и функции клеточных мембран. В 
условиях длительного влияния электромагнит-
ного поля дециметрового диапазона установле-
но повышение проницаемости эритроцитарных 
мембран, что сопровождается снижением ос-
мотической стойкости эритроцитов. Известно, 
что проницаемость эритроцитарных мембран в 
зависимости от действия повреждающего фак-
тора может изменяться по-разному [18]. Повы-
шение проницаемости мембран эритроцитов 
наблюдается при остром отравлении карбофо-
сом [9], хроническом панкреатите [18], анемии 
[20], инфекционных заболеваниях [21]. Напро-
тив, снижение проницаемости мембран эритро-
цитов выявлено при деструктивном холецисти-
те [7], при острой алкогольной интоксикации, 
механической желтухе [18]. 

Таким образом, полученные эксперименталь-
ные данные позволяют считать, что в условиях 
длительного влияния ЭМИ дециметрового диа-
пазона происходит компенсаторная активация 
антиоксидантной защиты, которая сопровожда-
ется увеличением показателя tg2 и восстанов-
ленного глутатиона. Активация антиоксидант-
ной системы не может в полном объеме ком-
пенсировать неблагоприятное влияние ЭМИ на 
мембраны эритроцитов, об этом свидетельству-
ет увеличение проницаемости эритроцитарных 
мембран.

ВЫВОДЫ
1. Длительное нахождение животных в те-

чение трех месяцев в условиях действия 
электромагнитного поля дециметрового 
диапазона приводит к изменению равно-
весия в системе прооксиданты - антиок-
сиданты в эритроцитах. 
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2. Глутатион является мишенью для дей-
ствия электромагнитного излучения де-
циметрового диапазона. 

3. Несмотря на увеличение содержания глу-
татиона и показателя хемилюминесцент-
ного анализа tg2, отражающего антиок-
сидантный потенциал, происходит повы-
шение проницаемости эритроцитарных 
мембран.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов. 

Conflict of interest. The authors have no conflict 
of interests to declare.

ЛИТЕРАТУРА
1. Григорьев О. А., Степанов В. С. Антро-

погенное электромагнитное загрязнение окру-
жающей среды как новый глобальный экологи-
ческий фактор эволюционного значения. Вест-
ник Российской военно-медицинской академии. 
2008;23(3):22-23. 

2. Григорьев Ю. Г., Самойлова А. С., Буш-
манов А. Ю., Хорсева Н. И. Мобильная связь и 
здоровье детей: проблема третьего тысячелетия. 
Медицинская радиология и радиационная без-
опасность. 2017;62(2):39-46.doi: 10.12737/articl
e_58f0b9573b6b59.54629416.

3. Calcabrini C., Mancini U., De Bellis R., 
Diaz A.Q., Martinelli M., Cucchiarini L.  Effect 
of extremely low-frequency electromagnetic fields 
on antioxidant activity in the human keratinocyte 
cell line NCTC 2544. Biotechnology and Applied 
Biochemistry. 2017; 64(3):415-422. doi:10.1002/
bab.1495.

4. Kivrak E., Yurt K., Kaplan A., Alkan I., 
Altun G. Effects of electromagnetic fields exposure 
on the antioxidant defense system. Journal of 
Microscopy and Ultrastructure. 2017; 5(4):167-
176. doi:10.1016/j.jmau.2017.07.003.

5. Gherardini L., Gastone C., Tognarelli S., 
Cinti C. Searching for the Perfect Wave: The Effect 
of Radiofrequency Electromagnetic Fields on Cells. 
International Journal of Molecular Sciences. 2014; 
15(4):5366 - 5387. doi:10.3390/ijms15045366.

6. Goraca A., Ciejka E., Piechota A. Effects 
of extremely low frequency magnetic field on the 
parameters of oxidative stress in heart. Journal of 
Physiology and Pharmacology. 2010; 61(3):333-338.

7. Терехина Н. А., Заривчацкий М. Ф., 
Владимиров А. А., Хлебников В. В. Показатели 
антиоксидантной защиты при остром и хрони-
ческом холецистите. Клиническая лабораторная 
диагностика. 2008;(4):41-43.

8. Реук С. Э., Терехина Н. А. Хемилюми-
несцентный анализ биологических жидкостей 
при герпетической инфекции у детей. Ураль-
ский медицинский журнал. 2017;(8):127-131.

9. Терехина Н. А., Зорин М. Г., Терехин Г. 
А. Влияние сапропелевых грязей на показатели 
окислительного стресса и антиоксидантной за-
щиты при остром отравлении карбофосом. Па-
тологическая физиология и экспериментальная 
терапия. 2007;(1):6-8.

10. Савлуков А. И., Самсонов В. М., Ками-
лов Р. Ф. Состояние устойчивости эритроцитов 
как звено адаптации организма. Медицинский 
вестник Башкортостана. 2011;6(4):13-17.

11. Кузьмина Е. И., Нелюбин А. С., Щен-
никова М. К. Применение индуцированной хе-
милюминесценции для оценки свободноради-
кальных реакций в биологических субстратах. 
Биохимия и биофизика микроорганизмов: меж-
вузовский сборник.  Горький; 1983:179-183.

12. Beutler E. Red cell metabolism a manual of 
biochemical methods. Grune & Stration, Orlando; 
1990:131-134.

13. Колмаков В. Н., Радченко В. Г. Значение 
определения проницаемости эритроцитарных 
мембран (ПЭМ) в диагностике хронических 
заболеваний печени. Терапевтический архив. 
1982;54(2):59-62.

14. Терехина Н. А., Жидко Е. В., Терехин Г. 
А., Орбиданс А. Г. Влияние сорбентов на пока-
затели антиоксидантной защиты и свободнора-
дикального окисления при острой алкогольной 
интоксикации. Сибирское медицинское обозре-
ние. 2017;(6):53-59.

15.  Меринова Н. И., Козлова Н. М., Колес-
ниченко Л. С.  Малоновый диальдегид н систе-
ма глутатиона в крови у больных с хроническим 
панкреатитом в зависимости от длительности 
заболевания. Сибирский медицинский журнал. 
2013;(4):67-69. 

16. Глушков С. И., Куценко С. А., Ливанов 
Г. А. Состояние глутатионзависимой антира-
дикальной системы и процессов перекисного 
окисления липидов в различных тканях лабора-
торных животных при острых отравлениях ти-
опенталом натрия. Токсикологический вестник. 
2002;(1):11-17.

17. Зитта Д. В., Терехина Н. А., Субботин В. 
М. Клинико-биохимическая оценка эффективно-
сти программы оптимизации периоперационно-
го ведения больных в плановой колоректальной 
хирургии. Колопроктология. 2015; 52(2):18-24.

18. Терехина Н.А., Терехин Г.А., Жидко Е.В., 
Горячева О.Г. Окислительная модификация бел-
ков, проницаемость эритроцитарных мембран и 
активность гамма-глутамилтранспептидазы при 
различных интоксикациях. Медицинская наука 
и образование Урала. 2019; (4):78-82.

19. Терехина Н. А., Терехин Г. А., Орбиданс 
А. Г., Жидко Е. В. Белки антиоксиданты – ми-

47



2020, т. 10, № 4 ККРЫМСКИЙ ЖУРНАЛ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ

шени для действия ксенобиотиков. Acta Naturae. 
2016; (2):77-78. 

20. Ташенова Г. К., Оксикбаев Б. К., Каб-
дульдин Т. А. Структурно-функциональное 
состояние клеточных мембран у беременных 
и лактирующих крыс при экспериментальной 
анемии. Сборник материалов 2-й Всероссийской 
научно-практической конференции «Физиоло-
гия адаптации». 2010. Волгоград: Волгоградское 
научное изд-во; 2010:23-25.

21. Кулапина О. И., Киричук В. Ф., Утц И. 
А. Проницаемость мембран эритроцитов у боль-
ных с инфекционной патологией. Серия. Крити-
ческие технологии. Мембраны. 2005;25(1):3-11. 

REFERENCES
1. Grigoriev O. A.,  Stepanov V. S. 

Anthropogenic electromagnetic pollution as a 
new global environmental factor of evolutionary 
importance. Vestnik Rossijskoj voenno-medicinskoj 
akademii. 2008;23(3):22-23. (In Russ)

2. Grigoriev Y. G., Samoilov A. S., Bushmanov 
A. Y., Khorseva N. I. Cellular Connection and 
the Health of Children – Problem of the Third 
Millennium. Мedical Radiology and Radiation 
Safety. 2017;62(2):39-46. doi: 10.12737/article_5
8f0b9573b6b59.54629416. (In Russ)

3. Calcabrini C., Mancini U., De Bellis R., 
Diaz A.Q., Martinelli M., Cucchiarini L. Effect of 
extremely low-frequency electromagnetic fields 
on antioxidant activity in the human keratinocyte 
cell line NCTC 2544. Biotechnology and Applied 
Biochemistry. 2017; 64(3):415-422. doi: 10.1002/
bab.1495. 

4. Kivrak E., Yurt K., Kaplan A., Alkan I., 
Altun G. Effects of electromagnetic fields exposure 
on the antioxidant defense system. Journal of 
Microscopy and Ultrastructure. 2017; 5(4):167-
176. doi: 10.1016/j.jmau.2017.07.003.

5. Gherardini L., Gastone C., Tognarelli S., 
Cinti C. Searching for the perfect wave: The effect 
of radiofrequency electromagnetic fields on cells. 
International Journal of Molecular Sciences. 2014; 
15(4):5366 - 5387. doi:10.3390/ijms15045366.

6. Goraca A., Ciejka E., Piechota A. Effects 
of extremely low frequency magnetic field on the 
parameters of oxidative stress in heart. Journal of 
Physiology and Pharmacology. 2010; 61(3):333-338.

7. Terekhina N. A., Zarivchatsky M. F., 
Vladimirov A. A., Khlebnikov V. V. Antioxidant 
protection in acute and chronic cholecystitis. 
Klinicheskaya laboratornaya diagnostika. 
2008;(4):41-43. (In Russ).

8. R e u k  S .  E . ,  Te r e k h i n a  N .  A . 
Chemiluminescent analysis of biological fluids for 
herpes infection in children. Ural’skij medicinskij 
zhurnal. 2017; (8):127-131. (In Russ).

9. Terekhina N. A., Zorin M. G., Terekhin 
G. A. Effect of sapropeline mud on indicators of 
oxidative stress and antioxidant protection in acute 
carbophos poisoning. Pathological physiology and 
experimental therapy. 2007; (1):6-8. (In Russ).

10. Savlukov A. I., Samsonov V. M., Kamilov 
R. F. The state of red blood cell resistance as a 
link of adaptation of the body. Medicinskij vestnik 
Bashkortostana. 2011; 6(4):13-17. (In Russ).

11. Kuzmina E.  I . ,  Nelyubin A.  S. , 
Shchennikova M. K. Application of induced 
chemiluminescence to assess free-radical reactions 
in biological substrates. Bioximiya i biofizika 
mikroorganizmov: mezhvuzovskij sbornik. Gor`kij. 
1983:179-183.

12. Beutler E. Red cell metabolism a manual 
of biochemical methods. Grune & Stration, 
Orlando;1990:131-134.

13. Kolmakov V. N., Radchenko V. G. The 
importance of determining the permeability of red 
blood cells membranes (PEM) in the diagnosis 
of chronic liver disease. Terapevticheskij arhiv. 
1982;54(2):59-62. (In Russ).

14. Terekhina N. A., Zhidko E. V., Terekhin 
G. A., Orbidans A. G. Influence of sorbents on 
indicators of antioxidant protection and free radical 
oxidation in acute alcohol intoxication. Siberian 
medical review. 2017; (6):53-59. (In Russ)

15.  Merinova N. I.,  Kozlova N. M., 
Kolesnichenko L. S.  Malonic dialdehyde n system 
of glutathione in the blood in patients with chronic 
pancreatitis depending on the duration of the 
disease. Siberian Scientific Medical Journal. 2013; 
(4):67-69. (In Russ).

16. Glushkov S. I., Kucenko S. A., Livanov G. 
A. The state of glutathione-dependent anti-radical 
system and processes of peroxide oxidation of 
lipids in various tissues of laboratory animals in 
acute sodium thiopental poisoning. Toxicological 
Review. 2002;(1):11-17. (In Russ).

17.  Zitta D. V., Terekhina N. A., Subbotin 
V. M. Clinical and biochemical evaluation of 
the effectiveness of the program to optimize the 
perioperative management of patients in elective 
colorectal surgery. Koloproktologia. 2015; 
52(2):18-24. (In Russ).

18. Terekhina N. A., Terekhin G. A., Zhidko E. 
V., Goryacheva O. G. Oxidative protein modification, 
permeability of erythrocyte membranes and the 
activity of gamma-glutamyl transpeptidase in 
various intoxications. Medicinskaya nauka i 
obrazovanie Urala. 2019; (4):78-82. (In Russ).

19. Terekhina N. A., Terekhin G. A., Orbidans 
A. G., Zhidko E. V. Proteins are antioxidants - 
targets for the action of xenobiotics. Acta Naturae. 
2016; (2):77-78. (In Russ)

48



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ2020, т. 10, № 4

20. Tashenova G. K., Oksikbaev B. K., 
Kabduldin T. A. Structural-functional state of 
cell membranes in pregnant and lactating rats 
in experimental anemia. Sbornik materialov 2-j 
Vserossijskoj nauchno-prakticheskoj konferencii 
«Fiziologiya adaptacii». 2010. Volgograd: Volgograd 
Scientific Research; 2010:23-25. (In Russ).

21. Kulapina O. I., Kirichuk V. F., Utz I. A. 
Permeability of red blood cell membranes in patients 
with infectious pathology. Seriya. Kriticheskie 
tekhnologii. Membrany. 2005; 25(1):3-11. (In 
Russ).

49



2020, т. 10, № 4 ККРЫМСКИЙ ЖУРНАЛ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ

УДК: 616-092.7                                                                          DOI: 10.37279/2224-6444-2020-10-4-50-57

МЕХАНИЗМЫ ПОВРЕЖДЕНИЯ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ ПРИ 
РЕПЕРФУЗИОННОМ СИНДРОМЕ И ЕГО КОРРЕКЦИЯ

Харченко В. З., Мневец Р. А., Бекетов А. А.
Медицинская академия имени С. И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет имени 
В. И. Вернадского», 295051, бульвар Ленина 5/7, Симферополь, Россия
Для корреспонденции: Мневец Руслан Александрович, студент кафедры общей и клинической 
патофизиологии Медицинской академии имени С. И. Георгиевского, e-mail: mnevets.r@gmail.com
For correspondence: Ruslan A. Mnevets, student of the Department of General and Clinical Pathophysiology of 
Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, e-mail: mnevets.r@gmail.com
Information about authors:
Kharchenko V. Z., http://orcid.org/0000-0001-5092-4672
Mnevets R. A., http://orcid.org/0000-0001-9614-5762
Beketov A. A., http://orcid.org/0000-0002-0369-5165

РЕЗЮМЕ
В настоящей статье описана протекторная роль сочетанного введения препарата «Гордокс» (Венгрия) из 

расчета 10000 АТЕ/кг массы тела и препарата «Церебролизин» (Австрия) из расчета 0,7 мл/кг массы тела 
в патогенетической терапии повреждения нервной системы при реперфузионном синдроме. Установлено, 
что профилактическое использование указанной комбинации препаратов перед реваскуляризацией 
предварительно ишемизированных тканей предотвращает активацию протеолиза в головном мозге, 
предупреждает структурные нарушения и способствует сохранению основных функций нервной системы. 

Ключевые слова: ишемия, реперфузия, головной мозг, протеолиз, ингибиторы протеиназ, 
церебропротекторы.

MECHANISMS OF DAMAGE TO THE NERVOUS SYSTEM IN A 
REPERFUSION SYNDROME AND ITS CORRECTION

Kharchenko V. Z., Mnevets R. A., Beketov A. A.

Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
This article describes protective role of the combined injection of the «Gordox» (Hungary) 10000 ATU/kg and 

«Cerebrolysin» (Austria) 0,7 ml/kg in a pathogenetic therapy of nervous system damage during reperfusion syndrome. 
It is determined that preventive usage of that kind combination before revascularization of the ischemic tissues leads 
to proteolysis activation prevention in a brain, prevents structural violations and leads to main functions of the nervous 
system saving.

Keywords: ischemia, reperfusion, brain, proteolysis, proteinases inhibitors

Одним из актуальных направлений фунда-
ментальной и клинической медицины представ-
ляется разработка новых способов коррекции 
реперфузионного синдрома, представляющего 
собой процесс, обусловленный образованием 
продуктов гипоксического повреждения клеток 
и их поступлением в общий кровоток при рева-
скуляризации ранее ишемизированных тканей 
с развитием генерализованной интоксикации 
организма [1; 2; 3; 4]. Этот синдром характе-
ризуется высокой частотой возникновения в 
клинической практике ангиохирургии, транс-
плантологии, травматологии, терапии, медицине 
катастроф и чрезвычайных ситуаций, что делает 
эту проблему особенно актуальной для сейсмо-
опасного Крымского полуострова [4]. 

Причиной высокой летальности при пости-
шемических состояниях является реперфузион-
ная интоксикация, которая приводит к развитию 

циркуляторной гипоксии и полиорганной недо-
статочности – патологии сердца, легких, почек, 
печени, кишечника, поджелудочной железы, а 
также, как было установлено нами ранее, голов-
ного мозга [2;4;5;6]. Известна связь перечислен-
ных изменений с активацией протеолиза после 
восстановления кровотока в ранее ишемизиро-
ванных тканях [1; 4; 7; 8].

Нами было прежде установлено [6], что ре-
перфузионный синдром сопровождается проте-
олитическим повреждением тканей головного 
мозга, степень выраженности которого связана 
с продолжительностью ишемии и реперфузии 
тканей. При этом молекулярные и патоморфоло-
гические нарушения в тканях мозга могут усу-
гублять течение реперфузионного синдрома за 
счет увеличенного образования и поступления 
неспецифических протеолитических ферментов 
в общий кровоток через систему яремных вен 
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(Харченко В. З., Мневец Р. А., Бекетов А. А., 
Литвинова С. В., 2018 г.).

Цель проведенной нами работы – предложить 
новые подходы к коррекции повреждения нерв-
ной системы при реперфузионном синдроме.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Объектом экспериментальных исследований 

стали крысы-самцы линии «Wistar» массой 180-
200 г (n=90), разделенные на 5 серий (табл. 1). Ус-
ловия содержания крыс были идентичными [9].

Реперфузионный синдром моделировался 
по методике профессора Харченко В. З. на-

ложением турникетов на обе задние конеч-
ности с последующим их одномоментным 
снятием. Жгуты располагались на уровне па-
ховой складки [1], продолжительность ише-
мического периода зависела от серии иссле-
дований (табл. 1). О правильности наложения 
жгутов свидетельствовало отсутствие отека 
конечностей, а также бледность их кожных 
покровов. Декапитацию наркотизированных 
крыс проводили спустя 6 и 12 часов (в за-
висимости от принадлежности к серии экс-
перимента) после реперфузии ранее ишеми-
зированных тканей. 

Таблица 1 
Серии проведенных экспериментов

Серии Модель эксперимента
Контрольная (n=10) Интактные животные

Серия 1 (n=20) Ишемический период – 2 часа, реперфузионный период – 6 часов
Серия 2 (n=20) Ишемический период – 2 часа, реперфузионный период – 12 часов
Серия 3 (n=20) Ишемический период – 6 часов, реперфузионный период – 6 часов
Серия 4 (n=20) Ишемический период – 6 часов, реперфузионный период – 12 часов

Животные экспериментальных серий были 
разделены на 3 группы: нелеченные крысы 
(n=10), коррекция реперфузионного синдрома 
препаратом «Гордокс» (Венгрия) из расчета 
10000 АТЕ/кг массы тела (n=5), коррекция со-
четанным применением препарата «Гордокс» и 
«Церебролизин» (Австрия) из расчета 0,7 мл/кг 
массы тела (n=5). Препараты вводились внутри-
брюшинно перед снятием жгутов.

С целью изучения состояния неспецифиче-
ских протеиназ исследовали эластазо- (ЭПА) и 
трипсиноподобную активность (ТПА). Принцип 
данного метода основан на увеличении оптиче-
ской плотности при расщеплении субстратов с 
использованием поверенного спектрофотометра 
«Biomate 5» (Великобритания). Ингибиторный 
потенциал оценивали по антитриптической ак-
тивности (АТА) и активности кислотостабиль-
ных ингибиторов протеиназ (КСИ) на основе 
замедления прироста оптической плотности во 
время торможения расщепления протеолитиче-
скими ферментами низкомолекулярных веществ 
и белков [10]. Материалами для изучения по-
служили супернатанты гомогенатов головного 
мозга и сыворотки крови, полученной из сонных 
артерий и яремных вен.

Изучение морфологии головного мозга про-
водили методом световой микроскопии гисто-
логических срезов тканей больших полушарий, 
которые изготавливали по стандартной патомор-
фологической методике толщиной 4-5 мкм. Вы-

деляли участки мозга размером 10х10х5 мм с 
последующей десятидневной фиксацией в 10% 
нейтральном забуференном формалине. Затем 
участки тканей дегидратировали в батарее спир-
тов восходящей концентрации и просветляли в 
ксилоле. Далее изготавливали парафиновые 
блоки, готовили серийные срезы, окрашива-
ли их гематоксилином и эозином. Просмотр и 
фотографирование осуществляли на микроско-
пе «Olympus CX-41» с установленной цифровой 
камерой «Olympus C 5050Z».

Для исследования неврологического статуса 
животных изучали основные функции нервной 
деятельности. 

Для изучения расстройств двигательной ак-
тивности и координации движений использова-
ли тест установки позы (Bracing test). Для его 
проверки плавно перемещали крысу по гладкой 
поверхности, располагая руку сбоку от живот-
ного. Крысу считали здоровой, если она произ-
водила движения лапами, регулируя позу [11]. 

Чувствительность исследовали с использова-
нием адгезивного теста. Для этого липкую лен-
ту длиной 3х1 см оборачивали вокруг передней 
лапы и проводили наблюдение за крысой в те-
чение 30 секунд. Тест считали положительным, 
если крыса предпринимала успешные попытки 
удаления ленты, что отражает как сохранность 
моторной функции, так и чувствительности [12]. 

Реакцию на боль описывали тестом отдёрги-
вания хвоста при прикосновении к нему тонкой 
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иглой. Сохранность рефлекторной деятельности 
оценивали путем проверки корнеального реф-
лекса (моргание при аккуратном прикосновении 
тканью к роговице) и Pinna-рефлекса (встряхи-
вание головой после прикосновения тканью к 
наружному слуховому проходу) [13].

Сенсомоторную интеграцию конечностей 
в ответ на тактильную, проприоцептивную 
и зрительную стимуляцию позволил изучить 
тест постановки конечности на опору, осно-
ванный на исследовании реакции животных 
в ответ на изменения положения тела с со-

храненным зрительным контролем и без него. 
При выполнении животным одного испытания 
начислялось 2 балла, при недостаточно пол-
ном выполнении или промедлении более 2 се-
кунд – 1 балл, при невыполнении – 0 баллов; 
оценивание производилось путем сложения 
баллов [14; 15].

Как интегрирующий показатель оценки со-
стояния нервной системы животных нами ис-
пользовалась шкала Гарсия (табл. 2). Каждый 
критерий оценивали в баллах в зависимости от 
степени соответствия (0–3) [16; 17].

Таблица 2
Интерпретация параметров шкалы Гарсия

Показатель
Баллы

0 1 2 3

Спонтанная актив-
ность в клетке (в 
течение 5 минут)

Движений нет Едва двигается

Двигается, но не 
приближается к 
трем сторонам 

клетки

Двигается и дости-
гает по меньшей 
мере трех сторон 

клетки

Симметричность 
движений лап

Нет движений на 
одной из сторон

Небольшое дви-
жение на одной из 

сторон

Одна сторона дви-
гается медленнее 

другой

Симметричное 
движение

Симметричность 
предплечий крысы 
при ее нахождении 

на весу

Нет вытягивания 
конечностей на 
одной стороне

На одной стороне 
небольшое движе-

ние

На одной стороне 
вытягивание лапы 
менее выражено

Симметричные 
вытягивания пред-

плечий

Забирается ли 
крыса по про-

волочной стенке 
клетки?

Не предпринимает 
попыток Не удается Да, одна сторона 

слабая
Да, обе стороны 

сильные

Ответ на касание к 
каждой половине 

туловища
Нет ответа Нет ответа на 

одной стороне
Слабый ответ на 
одной стороне Симметричный

Реакция на каса-
ние к вибриссам Нет реакции Нет реакции на 

одной стороне
Слабая реакция на 

одной стороне Симметричная

Кроме того, в эксперименте изучали поведен-
ческие реакции исследуемых животных, а также 
употребление пищи и воды. Наблюдения прово-
дили в течение 12 часов после снятия жгутов. 
За контроль принимали результаты, которые де-
монстрировали здоровые крысы до моделирова-
ния реперфузионного синдрома. 

Общую летальность находили путем отноше-
ния числа погибших до конца эксперимента крыс 
к общему количеству животных по группам.

Исследования были нами проведены в соот-
ветствии с положениями Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных це-
лей (1986 г.), этического комитета Медицинской 
академии имени С. И. Георгиевского ФГАОУ ВО 
«КФУ имени В. И. Вернадского», Постановления 

Главного государственного санитарного врача РФ 
от 29.08.2014 №51 «Санитарно-эпидемиологиче-
ские требования к устройству, оборудованию и 
содержанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев)».

Результаты обрабатывали с использованием 
программы Microsoft Excel 2016. Вычисляли 
средние величины (М) и их стандартные откло-
нения (m), оценивали t-критерий Стьюдента. 
Показатели считали достоверными при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Моделирование реперфузионного синдрома 

позволило провести учет летальности и выжи-
ваемости экспериментальных крыс. Так, отно-
сительная выживаемость животных в группах 
с коррекцией, а также у нелеченных животных 
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после двухчасовой ишемии в течение периода 
наблюдений составляла 100%. В тоже время мо-
делирование шестичасового ишемического пе-
риода без коррекции впоследствии приводило к 
гибели животных – относительная летальность 
у нелеченных крыс с шестичасовой ишемией к 
6 часам после реперфузии составляла 10%, к 12 
часам после реперфузии – 30%. 

Установлено, что при ишемии и реперфузии 
тканей в сыворотках крови из сонных артерий 
активность протеиназ достоверно увеличива-

лась по сравнению со здоровыми крысами. При 
этом в сыворотках крови из яремных вен при-
рост активности ферментов протеолиза был зна-
чительнее – так, ЭПА максимально увеличива-
лась до 59,31%, а ТПА – до 223,64% (p<0,001). 
При введении поливалентного ингибитора про-
теиназ ЭПА и ТПА в среднем снижались до 
значений, превышающих контрольные на 14% 
и 47%, соответственно (p<0,01), а при использо-
вании его сочетания с церебропротектором – до 
нормальных показателей (рис. 1, 2). 

Рис. 1. Эластазаподобная активность сыворотки 
крови у крыс, мкМоль/мг*мин

Рис. 2. Трипсиноподобная активность сыворотки 
крови у крыс, мкМоль/мг*мин

Рис. 3. Активность альфа-1-антитрипсина сыво-
ротки крови у крыс, ИЕ/мл

Рис. 4. Активность кислотостабильных ингиби-
торов протеаз сыворотки крови у крыс, ИЕ/мл

У нелеченных крыс обнаружено достоверное 
угнетение активности ингибиторов протеиназ 
сыворотки крови (снижение КСИ до 63,10% по 

сравнению с интактными животными). Исполь-
зование комбинации Гордокса с Церебролизи-
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ном приводило к нормализации изучаемых по-
казателей (рис. 3, 4). 

В супернатантах гомогенатов головного моз-
га наблюдалось резкое повышение активности 
протеиназ при нелеченном реперфузионном 
синдроме (ЭПА – до 250,97%, ТПА – до 84,43%, 
p<0,001), что в сериях с 6-часов ишемическим 
периодом сопровождалось снижением активно-
сти ингибиторов протеиназ (АТА – до 35,82%, 
а активность КСИ – до 52,56%, p<0,001). Ис-
пользование Гордокса незначительно улучшало 
исследуемые показатели, в то время как его ком-
бинация с Церебролизином приводила к норма-
лизации изучаемых показателей во всех сериях 
(рис. 5-8).

Рис. 5. Эластазаподобная активность суперна-
тантов гомогенатов головного мозга у крыс, 

мкМоль/мг*мин

Рис. 6. Триписноподобная активность супер-
натантов гомогенатов головного мозга у крыс, 

мкМоль/мг*мин

Рис. 7. Активность альфа-1-антитрипсина супер-
натантов гомогенатов головного мозга у крыс, 

ИЕ/мл

Рис. 8. Активность кислотостабильных ингиби-
торов протеаз супернатантов гомогенатов голов-

ного мозга у крыс, ИЕ/мл

Указанные изменения протеолитической ак-
тивности в тканях мозга у нелеченных крыс со-
провождались морфологическими изменениями 
головного мозга, что выражалось скоплением 

Рис.9. Микрофотография препарата головного 
мозга экспериментальной крысы, ишемический 
период – 6 часов, реперфузионный период – 12 

часов (ув. 400).

микроглиоцитов вокруг нейронов с пикнотич-
ными ядрами и перицеллюлярным отеком. Со-
суды вещества мозга были полнокровны, наблю-
дались петехиальные кровоизлияния (рис. 9).
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В то же время при предлагаемой сочетанной 
коррекции в сером веществе нисслевская зерни-
стость в большинстве нейронов была сохранена, 
единичные клетки имели признаки зернистой 
дистрофии и внутриклеточного отека. В белом 
веществе незначительная зернистая дистрофия и 
внутриклеточный отек не наблюдались (рис. 10).

Рис. 10. Микрофотография препарата головного 
мозга экспериментальной крысы, ишемический 
период – 6 часов, реперфузионный период – 12 

часов, коррекция Гордоксом и Церебролизином 
(ув. 400).

Изучение теста установки позы позволило 
зарегистрировать расстройства координации 
движений спустя 1 час после двухчасовой ише-
мии, причем у 80% крыс они восстанавливались 
к 12 часам наблюдения (р<0,001). При этом по-
сле шестичасового ишемического периода ука-
занные нарушения развивались тотчас после 
реваскуляризации, а двигательные функции не 
восстанавливались (р<0,001). 

Проведение адгезивного теста продемон-
стрировало расстройства чувствительности у 
нелеченных крыс 1 и 2 серий, начиная с 3 часов 
после снятия жгутов, а у крыс 3 и 4 серий – сра-
зу после снятия турникета.

Кроме того, у нелеченных эксперименталь-
ных животных реакция на боль ослабевала по-
сле третьего часа реперфузионного периода, в 
то время как после шестичасовой ишемии к 6 
часу после рекваскуляризации у крыс реакция 
на боль отсутствовала. 

Рефлекторная деятельность (корнеальный и 
Pinna-рефлекс) у нелеченных крыс 1 и 2 серий 
сохранялась в течение всего периода наблюде-
ний, в то время как у крыс 3 и 4 серий к шести 
часам после реваскуляризации указанные реф-
лексы становились слабоположительными.

Исследования расстройства сенсомоторной 
интеграции конечностей в ответ на тактиль-

Рис. 11. Динамика изменения баллов в тесте по-
становки конечностей у крыс с 6-часовым ише-
мическим периодом (4 серия) без коррекции и с 

предлагаемой сочетанной терапией

ную, проприоцептивную и зрительную стиму-
ляцию согласно тесту постановки конечностей 
на опору были прямо пропорционально связаны 
(p<0,001) со временем ишемического периода и 
прогрессивно нарастали с увеличением периода 
реперфузии (рис. 11). 

При этом отмечена достоверная (р<0,001) 
тенденция снижения баллов по интегральной 
шкале Гарсия (рис. 12). Подобные изменения 
говорят о тяжелом неврологическом дефиците, 
вызванном воздействием на нервную систему 
токсических продуктов после реваскуляризации 
тканей. 

При этом сочетанная превентивная терапия 
препаратами «Гордокс» и «Церебролизин» в 
предлагаемых дозировках предотвращала раз-
витие указанных функциональных расстройств 
при реперфузии ранее ишемизированных тканей 
исследуемой продолжительности.

Таким образом, при развитии реперфузион-
ного синдрома постишемическая интоксикация 
сопровождается выраженными расстройствами 
функций нервной системы. Эти изменения про-
грессивно нарастают с увеличением ишемиче-
ского и реперфузионного периодов, при этом 
использование комбинации поливалентного ин-
гибитора протеиназ и церебропротектора пред-
упреждает развитие указанных расстройств. 

ВЫВОДЫ
1. Реперфузионный синдром способствует 

протеолитическому повреждению тканей голов-
ного мозга, которое выражено прямо пропорци-
онально длительности как ишемического, так и 
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Рис. 12. Динамика изменения баллов по шкале 
Гарсия у крыс с 6-часовым ишемическим пери-
одом (4 серия) без коррекции и с предлагаемой 

сочетанной терапией

реперфузионного периода и сопровождается его 
морфологическими изменениями.

2. Молекулярные и патоморфологические 
изменения в тканях мозга приводят к значитель-
ным нарушениям двигательной, чувствительной 
и рефлекторной сфер нервной деятельности при 
экспериментальном реперфузионном синдроме. 

3. Сочетанная терапия поливалентным 
ингибитором протеиназ «Гордокс» (Венгрия) и 
церебропротектором «Церебролизин» (Австрия) 
предупреждает системную активацию протеоли-
за и повреждение головного мозга, предотвра-
щая гибель экспериментальных животных.
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РЕЗЮМЕ
В статье рассказывается о великом французском хирурге, анатоме и физиологе Биша, основателе науки о 

тканях – гистологии, первооткрывателе в анатомии и создателе таких медицинских дисциплин, как танатология 
(наука о смерти) и патологическая анатомия. Описаны наиболее важные моменты и факты из биографии 
ученого, кратко излагаются его основные научные взгляды. Перечислены главные научные труды и публикации, 
а также впервые описанные Биша анатомические структуры и образования. Его именем названы: крылонебная 
ямка, жировое тело щеки, отверстие в системе циркуляции ликвора, крестцово-подвздошная связка, поперечная 
щель головного мозга, внутренняя оболочка стенок кровеносных сосудов. Изложены основные положения 
предложенных им научных концепций в морфологии и патологической анатомии. Подчеркнуто важнейшее 
значение научных трудов и открытий Мари Ксавьера Биша для современной науки и практической медицины. 

Ключевые слова: Мари Франсуа Ксавье Биша, история анатомии, танатология, витализм.
MARIE FRANÇOIS XAVIER BICHAT (1771-1802)

Fominykh T. A., D’yachenko A. P., Ulanov V. S.

Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia

SUMMARY
The article tells about the great French surgeon, anatomist and physiologist Marie-François Xavier Bichat, the 

founder of science about tissues – histology, discoverer in an anatomy and creator of such medical disciplines, as a 
thanatology (science about death) and pathoanatomy. The most essential moments and facts from biography of scien-
tist are described, his basic scientific insights are briefly expounded. Main scientific works and publications, and also 
described by Bichat anatomic structures and formations are enumerated. His name is carried on by several eponyms 
in anatomy fossa (pterygopalatine fossa), Bichat’s protuberance (buccal fat pad), Bichat’s foramen (cistern of the vena 
magna of Galen), Bichat’s ligament (lower fasciculus of the posterior sacroiliac ligament), Bichat’s fissure (transverse 
fissure of the brain) and Bichat’s tunic (tunica intima vasorum). The substantive provisions of the scientific conceptions 
offered to them in morphology and pathoanatomy are expounded. The critical importance of scientific works and dis-
caveries of Marie-François Xavier Bichat for modern science and practical medicine is emphasized.

Key words: Marie François Xavier Bichat, history of anatomy, thanatology, vitalism.

Великий французский хирург, анатом, физио-
лог, создатель анатомической концепции нерв-
ной системы, а также основоположник учения 
о тканях, Мари Франсуа Ксавье Биша (Marie 
François Xavier Bishat) родился 14.11.1771 г. в г. 
Тиоретте (Энн). Отец Ксавье, Жан-Батист, также 
был врачом и его первым наставником в меди-
цинской науке. Еще в детстве сын любил при-
сутствовать при работе Биша-старшего и даже 
помогал отцу в осуществлении малых хирур-
гических вмешательств. Позднее Биша учился 
в колледже Нантуа, затем – в семинарии Saint-
Irenée (Сент-Ирене) в Лионе (рис. 1).

В 1793 г. Биша назначили хирургом Альпий-
ской армии на службу в подчинение старшего 
коллеги Бюже в больнице Бурга, а с 1794 г. он 
совершенствовал специальность хирурга в Па-
риже, будучи любимым учеником известного 
ученого – его учителем на протяжении ряда лет 
был известнейший Пьер-Жозеф Дезо. После 
смерти наставника и покровителя в 1795 г. Биша 
всячески поддерживал его семью, закончил на-
чатые Пьером-Жозефом научные труды и счел 
своим долгом издать сочинения Дезо. В 1796 г. 
Биша с коллегами основали общество «Société 
Médicale d’Emulation» в качестве интеллекту-
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Рис. 1. Портрет Мари Франсуа Ксавьера Биша. 
Художник Пьер Максимилиан Деляфонтен, 

1799 г.

альной платформы для обсуждения медицин-
ских проблем. Во французской столице с 1797 
г. Биша служил преподавателем по ряду специ-
альностей  – анатомии, физиологии, хирургии. 
Лекции по указанным дисциплинам Биша иллю-
стрировал вскрытием трупов и вивисекциями. В 
1800 г. М. Биша был направлен на работу в сто-
личную больницу Отель-Дьё (Hôtel-Dieu). Бла-
годаря тому, что, в соответствии с Королевским 
Указом от 1706 года, было позволено проведение 
анатомических курсов на базе госпиталя Отель-
Дье, Биша имел неограниченные возможности 
для проведения морфологических исследований 
[3]. Руководителем и идейным вдохновителем 
исследователя был ведущий хирург упомянутой 
больницы Марк-Антуан Пти (1766-1811). Па-
раллельно Мари Ксавье продолжил работу над 
объединением и переработкой хирургических 
доктрин, опубликованных его наставником Дезо 
в различных периодических изданиях; в частно-
сти, он написал «Uvres chirurgicales de Desault», 
«Ou tableau de sa doctrine, et de sa pratique dans 
le traitement des maladies externes» [12] (рис. 2).

В своих воззрениях М. Биша придерживал-
ся взглядов витализма; он полагал, что главное 
отличие живых существ от объектов неживой 
природы связано с наличием в организмах осо-
бой «жизненной силы». В своих рассуждениях 
Биша находился на позициях несхожести за-

Рис. 2. Пьер-Жозеф Дезо и Мари Франсуа Ксавье 
Биша. Гравюра XIX века

конов органической и неорганической приро-
ды; он считал, что так называемое «жизненное 
начало» рассредоточено по всем тканям. В его 
формулировке «жизнь есть совокупность от-
правлений, противящихся смерти» превалирует 
идея о существовании в живом организме двух 
одновременно протекающих противоположных 
процессов – беспрерывного созидания и разру-
шения. Биша является также одним из «отцов» 
танатологии. Он разработал концепцию «жиз-
ненного треножника», особо подчеркнув, что 
процесс умирания происходит неравномерно 
[1; 2; 15; 17].

В научных работах М. Биша дано обоснова-
ние учения о тканях живого организма, а также 
аргументированы основы патологии. Сам зна-
менитый анатом описал 21 вид тканей (к кото-
рым он причислил также некоторые органные 
структуры и комплексы, в частности, кровенос-
ную систему). Ученый расценивал ткани как 
структурные и физиологические единицы жиз-
ни, а также носители всех жизненных процес-
сов в организме, в т. ч. и болезненных. Одно из 
основных положений учения Биша гласит о том, 
что каждый вид ткани обладает определенны-
ми специальными элементарными функциями: 
нервная ткань – чувствительностью, мышеч-
ная  – способностью к сократимости и т. д., а 
также особыми морфологическими, химически-
ми и биологическими характеристиками. В сво-
их исследованиях Биша не использовал микро-
скоп, поэтому его научные выводы не содержали 
подтверждений на клеточном уровне. Однако, 
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ему удалось соединить в своих рассуждениях 
органную патологию Морганьи и клеточную 
патологию Рудольфа Вирхова [7; 11; 13].

Биша разработал классификацию тканей, 
принадлежащих к различным системам и фор-
мирующих органы. «В живых телах все связа-
но и сцеплено до такой степени, что нарушение 
функций в одной какой-либо части неизбежно 
отражается на всех других», – говорил Биша. 
Тесную взаимосвязь жизнеобеспечивающих 
процессов в организме он называл взаимной 
«симпатией». Биша справедливо полагал, что 
рациональное понимание физиологических 
и патологических процессов, протекающих в 
организме в состоянии здоровья или болезни, 
должно основываться на изучении биохимиче-
ских процессов [2; 6; 8].

Болезнь Биша рассматривал как патологи-
ческий процесс, протекающий, прежде всего, в 
конкретных тканях, а не органах в целом, явля-
ясь апологетом «тканевой патологии». Для это-
го ученый тщательно изучил и подробно описал 
патологические изменения в тканях и органах 
людей, скончавшихся от разнообразных заболе-
ваний. Болезнь понималась ученым изначально 
как процесс местного характера (на уровне кле-
ток и тканей), только позднее охватывающий 
органы и системы. Результаты этих изысканий 
легли в основу современной патоморфологии 
[2; 21].

Разделив нервную систему на «раститель-
ную», или вегетативную, и «животную» (ани-
мальную, соматическую) части, в 1800 г. Биша 
ввёл в анатомию и вообще в медицину термин 
«вегетативная нервная система», который те-
перь широко используется и в физиологии, и в 
других медицинских теоретических дисципли-
нах и лечебных специальностях [11; 14].

В настоящее время вегетативную нервную 
систему трактуют как часть нервной системы 
человека и животных, регулирующую деятель-
ность внутренних органов, желез внутренней 
секреции, кровеносных и лимфатических со-
судов, сердца, гладкой и отчасти поперечной 
мускулатуры. Вегетативная нервная система 
подразделяется  также на симпатический и па-
расимпатический отделы; в ней также выделяют 
центральную и периферическую части. Эта си-
стема имеет двухнейронный принцип строения. 
Тела первых нейронов расположены в опреде-
лённых отделах ЦНС. Аксоны этих нервных 
клеток (преганглионарные волокна), выходя за 
пределы ЦНС, отправляются к узлам вегетатив-
ной нервной системы, где оканчиваются у тел 
вторых нейронов. Отростки вторых нейронов 
(или постганглионарные волокна) направляются 
к органу-мишени.

Соответственно и органы Биша выделял 
«растительные», функционирующие непроиз-
вольно и без перерыва на отдых, и «животные», 
действующие произвольно и с перерывами на 
время сна [14].

Кроме того, впервые в медицину М. Биша 
ввёл термин «ткань» (в 1801 г.), используемый 
крайне широко и поныне. Этим термином в со-
временной науке обозначается морфофункцио-
нальная система специфически дифференциро-
ванных клеток, а также неклеточных структур, 
объединяемых на основании общности строе-
ния, функции и (или) происхождения.

Термин «система» (греч. целое, составлен-
ное из частей; соединение) в медицинскую на-
уку также введен впервые Биша. В современном 
понимании обозначает совокупность элементов, 
объединённых по своему анатомическому стро-
ению и функции; например, нервная система. А 
в наиболее общем понимании термин «система» 
обозначает «множество элементов, находящихся 
в отношениях и связях друг с другом, и образую-
щих определённую целостность, единство». По 
мнению французского учёного, «Совокупность 
систем и их элементарных функций и составля-
ет процесс жизнедеятельности организма» [16].

Как анатом М. Биша детально описал жи-
ровое тело щеки (жировой комок Биша), пред-
ставляющее собой скопление жировой ткани 
между щёчной и жевательной мышцами. При 
это ученый отметил, что у новорожденных и 
детей раннего возраста жировое тело щеки 
особенно хорошо выражено, т. к. имеет важное 
функциональное значение – препятствует втяги-
ванию щёк во время сосания. В настоящее время 
в челюстно-лицевой и пластической хирургии 
жировое тело Биша является востребованным 
объектом интереса специалистов [5; 9; 18; 20].

Им описана срединная апертура IV желудоч-
ка (отверстие Биша) – отверстие в IV желудоч-
ке головного мозга, расположенное в области 
нижнего угла ромбовидной ямки и сообщающее 
мозговой желудочек с подпаутинным простран-
ством (син.: отверстие Мажанди).

Известно пространство Биша, которое рас-
полагается между валиком мозолистого тела с 
одной стороны, и верхним придатком мозга и 
пластинкой четверохолмия – с другой.

Имя Биша носит крылонёбная ямка – не-
большое пространство в глубокой области лица, 
ограниченное спереди бугром верхней челюсти, 
сзади – крыловидным отростком клиновидной 
кости, медиально – перпендикулярной пластин-
кой нёбной кости; содержимым ямки являются: 
крылонёбный вегетативный узел, описанный 
Иоганном Фридрихом Меккелем (старшим), а 
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также верхнечелюстная артерия и одноименный 
нерв [21].

Биша изучал эффекты переливания темной 
деоксигенизированной крови, проведя первые 
опыты с перекрестной циркуляцией. Он со-
единял проксимальный конец сонной артерии 
одной собаки с дистальным концом сонной ар-
терии другой собаки. Когда собака-донор стала 
задыхаться и ее артериальная кровь потемнела, 
собака-реципиент также потеряла сознание, что 
явилось доказательством значения степени на-
сыщенности крови кислородом для поддержа-
ния нормальной жизнедеятельности [4].

Также Биша описал внутреннюю оболочку 
стенок артерий (интиму), паутинную оболочку 
головного мозга (tunica arahnoidea), щель боль-
шого мозга и ligamentum sacrospinale позвоноч-
ного столба [10].

Среди трудов выдающегося французского 
учёного наиболее известными стали «Физио-
логические исследования о жизни и смерти» 
(«Recherches physiologiques sur la vie et la mort», 
1800); «Приложения общей анатомии к физиоло-
гии и медицине» («Anatomie générale appliquée 
à la physiologie et à la médicine», 2 vols, 1801). 
Биша успел завершить два из пяти задуман-
ных томов «Описательной анатомии» («Traité 
d’anatomie déscriptive, 1801-1803)» [2]. Ткане-
вую «систему» Биша подробно описал в работе 
«Трактат о мембранах и оболочках» («Traite des 
membranes en general et de diverses membranes en 
particulie», 1800). Публикация трех последних 
томов сочинений Биша, законченных М. Бюис-
соном и П. Ру, состоялась в 1805 г. [10] (рис. 3).

Сочинения М. Биша пользовались неизмен-
ным успехом не только у медиков и естествои-
спытателей, но и у философов, писателей и поэ-
тов, особенно те, которые касались рассуждений 
о жизни и смерти.

Его учение получило дальнейшее развитие 
в работах одного из основоположников совре-
менной клинической медицины и пат. анатомии 
Рэне Теофиля Гиацинта Лаэннека (1781-1826), 
французского физиолога Франсуа Мажанди 
(1783-1855) и других известных учёных.

Биша своими исследованиями сделал значи-
тельно больше, чем просто описал ткани в нор-
мальном и патологическом состояниях, он сумел 
трансформировать анализ клинических данных 
в основную информацию для выявления и диа-
гностики патологического процесса [7].

В своих научных наблюдениях Биша увидел 
нечто подобное открытиям его великого соот-
ечественника, химика Лавуазье. Как говорил 
Биша, точно так, как в химии существуют про-
стые тела, образующие с помощью различных 
реакций химические конструкции, также и в 

Рис. 3. Мари Франсуа Ксавье Биша. 
«Приложения к общей анатомии»

анатомии есть простые ткани, формирующие в 
результате различных сочетаний сложные орга-
ны [7].

Великий первопроходец морфологической 
науки Мари Франсуа Ксавье Биша скончался 
22.07.1802 г. в Париже от туберкулезного ме-
нингита (есть также версия, что Биша заразился 
брюшным тифом от трупа во время вскрытия) в 
возрасте 30 лет [19] (рис. 4).

Рис. 4. Доктора Еспарон и Ру у постели умираю-
щего Биша. Художник Луи Эрсан, 1817 г.

Лейб-медик Наполеона I, основоположник 
французской клинической медицины, доктор 
Ж-Н. Корвизар отправил императору известие 
о непоправимой утрате со словами: «...едва ли 
найдется кто-нибудь другой, кто сделал в такое 
короткое время так много и столь важного» [10].
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РЕЗЮМЕ
Моделирование заболеваний человека на лабораторных животных непрерывно сопровождали историю 

медицинских открытий и помогли исследователям получить большое количество полезной информации, на базе 
которой основывались многие достижения в медицине. Разделение физиологических процессов на составные 
компоненты путем моделирования является одной из важных частей любого исследования. Заживление ран — 
это сложный процесс. Использование моделей (in vitro, in vivo – на животных и человеке) позволило провести 
масштабные исследования в этой области, что значительно улучшило знание механизмов заживления как 
острых, так и хронических ран кожи. Параллельно с полученными знаниями продолжается разработка новых 
методов лечения ран и понимание того, как усовершенствовать уход за ними, для достижения наилучших 
результатов. Хотя модели in vitro и модели на животных занимают определенное место в данных исследованиях, 
безусловно, лучшими моделями являются те, которые основаны на привлечении добровольцев и обеспечивают 
изучение физиологически более тонких механизмов патогенеза и заживления кожного покрова.

Ключевые слова: заживление кожи, заживление ран, модели ран.
MODELS OF WOUND HEALING
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SUMMARY
Simulations of human disease in laboratory animals have continuously accompanied the history of medical discov-

eries and have helped researchers obtain useful information in medicine. The separation of physiological processes 
into their constituent components through modeling is one of the important parts of any research. Wound healing is 
a complex process. Using of models (in vitro, in vivo - on animals and humans) allowed large-scale research in this 
area, which significantly improved the knowledge of the healing mechanisms of both acute and chronic skin wounds. 
In parallel with the knowledge gained, the development of new wound treatments continues and the understanding of 
how to improve their care for the best results continues. Although in vitro and animal models have a place in these stud-
ies, by far the best models are those that rely on volunteers and provide physiologically more accurate mechanisms 
of skin pathogenesis and healing.

Key words: skin healing, wound healing, models of wound healing.

Моделирование заболеваний человека на 
лабораторных животных непрерывно сопрово-
ждали историю медицинских открытий и по-
могли исследователям получить большое коли-
чество полезной информация, на базе которой 
основывались многие прорывы и достижения в 
медицине [1]. Однако они не свободны от ряда 
ограничений и в ряде случаев недостаточны для 
выявления точных патогенетических механиз-

мов заболевания у людей. Так, животные модели 
подходят для изучения многих кожных заболева-
ний, в частности, для исследования заживления 
ран и других поражений [2; 3]. Сложный молеку-
лярно-клеточный механизм заживления кожных 
ран, в котором участвуют самые разнообразные 
популяции клеток, не всегда находит свое отра-
жение в экспериментальных моделях. По этой 
причине в каждом конкретном исследовании в 
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зависимости от поставленных задач необходим 
выбор адекватной модели. Так, клинические ис-
следования (далее – человеческие модели) хро-
нической раневой патологии не всегда являются 
хорошими предсказателями, но они дают хоро-
шее понимание острой раневой патологии [4]. 
Исследователи часто сталкиваются с большими 
трудностями в поисках добровольцев с хрониче-
ским раневым процессом, поэтому используют 
модели острых ран у людей, что предоставляет 
возможность понять процесс заживления ран и 
эффективность различных средств, направлен-
ных на заживление ран. В данной статье приве-
ден обзор наиболее популярных на сегодняшний 
день моделей по заживлению ран. 

Предпосылки для разработки моделей 
Заживление ран — это сложный и динамич-

ный процесс, состоящий из четырех последова-
тельных фаз, которые происходят точно регули-
руемым образом, включая гемостаз, воспаление, 
пролиферацию и эпителизацию (5, 6). Однако, 
напротив, некоторые кожные повреждения не 
проходят этот процесс, что приводит к хрониче-
ским незаживающим ранам, таким как венозные 
язвы ног и язвы диабетической стопы. Такие на-
рушения в нормальной регенерации кожного по-
крова заинтересовали исследователей по всему 
миру, что привело к вопросу о возможном моде-
лировании процесса, в первую, очередь для по-
иска минимально затратного лечения. Исследо-
вания по большей части полагались на исполь-
зование моделей для имитации заживления ран. 
Основное внимание в этом исследовании уделя-
лось областям, которые могут облегчить бремя 
и помочь в процессе заживления. Основопола-
гающая работа Winter [7], вероятно, является 
единственным наиболее важным достижением, 
которое привело к гипотезе о том, что влажная 
среда благоприятна для процесса заживления. С 
тех пор было признано, что это один из наиболее 
важных аспектов лечения острых или хрониче-
ских ран. С того времени количество работ в 
области заживления ран существенно выросло, 
и был достигнут значительный прогресс в раз-
работке того, что сейчас известно как продвину-
тые методы лечения кожных заболеваний.

Модели заживления 
На сегодняшний день разработано большое 

количество моделей, способных воссоздать про-
цесс реэпителизации кожи. К ним относятся мо-
дели in silico, in vitro, in vivo, модели с участием 
человека-добровольца и чистые клинические 
модели, все со своими преимуществами и недо-
статками. Эти модели важны тем, что позволяют 
проанализировать и определить множество раз-
личных аспектов в процессе заживления раны. 
Модели in vitro и in silico наиболее часто при-

меняются на доклиническом этапе исследования 
препаратов для заживления кожи [8], поэтому 
в данном обзоре будут рассмотрены модели на 
животных и человеке, которые могут наиболее 
точно воспроизвести изучаемую патологию. 

Животные модели. Различные аспекты за-
живления ран можно исследовать в хорошо 
воспроизводимой и контролируемой среде с 
использованием моделей на животных. Хотя за-
живление ран у животных не может быть пря-
мым и истинным отражением аналогичного про-
цесса у человека [9], эти модели необходимы для 
фундаментальных исследований и разработок в 
этой области.

Вместе с тем анатомия и физиология кожи 
оказывают существенное влияние на патофизи-
ологию лечения. Грызуны представляют собой 
отличные доклинические модели для исследова-
ния заживления ран из-за их доступности, низ-
кой стоимости и простоты обращения. Однако 
заживление ран на моделях грызунов принципи-
ально отличается от такового у людей. Это свя-
зано с тем, что основным механизмом закрытия 
раны является стягивание краев раны, тогда как 
у людей реэпителизация и образование грануля-
ционной ткани выходят на первый план [10; 11]. 
Другой часто используемой моделью заживле-
ния кожных ран являются свиные модели [12]. 
Это связано с тем, что анатомически и физио-
логически кожа свиньи больше похожа на кожу 
человека [13].

Общество Заживления Ран (WHS) определи-
ло, что модели заживления ран на свиньях име-
ют большие преимущества перед другими моде-
лями на животных. Кроме того, было установ-
лено, что для получения клинически значимых 
экспериментальных данных, необходимо задей-
ствовать образцы тканей человеческой раны. И 
что после того, как гипотеза была сформулиро-
вана и подтверждена на человеческих образцах, 
идентификация тех же механизмов у животных 
представляет собой действенный подход, кото-
рый можно использовать для более глубоких ис-
следований и экспериментальных манипуляций, 
невозможных на людях. 

Человеческие модели. Использование людей 
в качестве основы моделей кожного заживления 
имеет большое значение в том смысле, что пато-
логия и физиология заживления будут идентич-
ны патологии пациента. Существует ряд моде-
лей ран, которые могут быть применены к чело-
веку-добровольцу, чтобы предоставить точные 
и репрезентативные инструменты исследования. 

Частичное истончение. Частичное поврежде-
ние ограничивается эпидермисом и поверхност-
ной дермой без повреждения кровеносных со-
судов дермы. Исцеление происходит путем ре-
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генерации других тканей. Существует несколько 
способов такого повреждения. 

Использование липкой ленты. Проще всего 
выполнить частичное истончение путем удале-
ния рогового слоя с помощью липкой ленты. В 
этой модели ранения эпидермальный компонент 
обычно остается нетронутым. Однако из-за ча-
стичного удаления рогового слоя нарушается 
проницаемость кожи, что можно измерить с по-
мощью трансэпидермальной потери воды [14]. 
Хотя это незначительное и очень поверхностное 
повреждение, оно достаточно разрушительно, 
чтобы активировать процессы восстановления 
эпидермиса, вызывая повышенную эпидер-
мальную пролиферацию и гиперплазию. Важ-
но отметить, что этот тип раны варьируется и 
зависит от различных методических факторов, 
например, липкости ленты, давления, оказыва-
емого при наложении ленты на кожу, скорости 
и направления удаления ленты и, что наиболее 
важно, количества полос ленты. При исполь-
зовании этой модели все эти факторы должны 
быть стандартизированы [15].

Хотя модель липкой ленты использовалась 
в основном для исследования барьерной функ-
ции кожи, её также успешно применяли в ряде 
работ, посвященных изучению лечения кожных 
ран [16]. Недавно эта модель была использова-
на для оценки благотворного воздействия алоэ 
вера и витамина Е на экспериментальные раны. 
Полученные результаты показывают, что биоад-
гезивные пленки, содержащие витамин Е (аль-
фа-токоферил ацетат) и алоэ вера, могут быть 
инновационной терапевтической системой для 
лечения ожогов кожи [17]. 

Преимущества этой модели заключаются в 
том, что она является быстрой и простой в ис-
пользовании, относительно безболезненной и 
позволяет оценить компонент (реэпителализа-
цию) острого заживления ран. Недостатки за-
ключаются в том, что оценивается только от-
дельный компонент заживления ран и что эта 
модель не имеет отношения к более глубокой 
патологии раневого процесса.

Уртикарная модель. Изначально этот метод 
был разработан для измерения концентрации 
наркотиков в различных частях кожи [18], но 
вскоре стал использоваться и при исследовании 
заживления ран. Волдырь (лат. urtica) образует-
ся в результате разделения эпидермиса и дермы 
на базальной мембране между lamina lucida и 
lamina densa. Полость пузыря заполняется тка-
невой или интерстициальной жидкостью [19]. 
Еще в 1960-х годах было выявлено, что для ис-
следовательских целей существует потребность 
в методике, с помощью которой можно было 
бы отделить эпидермис от дермы чисто меха-

ническими силами, избегая химического или 
термического повреждения. Это приводило к 
разрыву базальной мембраны и, следовательно, 
аккуратному разделению эпидермиса и дермы. 
Для формирования кожных волдырей у добро-
вольцев, можно использовать различные формы 
отсасывающих устройств [20; 21; 22]. Уртикар-
ная модель использовалась в течение некоторого 
времени для изучения различных компонентов 
заживления ран в клинических исследованиях. 
Параметры заживления включают измерение 
трансэпидермальной потери воды и определе-
ние площади раны.

Krawczyk и Wilgram использовали эту мо-
дель для оценки синтеза кератиносом во время 
заживления эпидермальных ран [23], которые 
имеют определенные преимущества перед не-
контролируемыми состояниями пациентов, 
поскольку они хорошо стандартизированы и 
управляемы для широкого спектра клинических 
исследований острого заживления кожных ран 
[20]. Утрикарная модель использовалась в ка-
честве инструмента исследования для изучения 
кинетики заживления, особенно в отношении 
миграции, пролиферации и дифференциации 
кератиноцитов при остром заживлении ран [20; 
24; 25] и долгосрочного курса регенерации эпи-
дермиса [20, 26]. Кроме того, эта модель была 
определена как полезный исследовательский 
инструмент, помогающий выяснить механиз-
мы потенциальной разработки методов лечения 
кожных заболеваний человека и нарушения за-
живления, включая хронические язвы [27]. 

Модель абразивной раны. Другая модель 
кожной регенерации является более инвазивной. 
Эта модель заключается в нанесении стандарти-
зированных поверхностных ссадин путем мно-
гократного шлифования кожи хирургической 
щеткой до появления первых признаков лосня-
щейся кожи и точечного кровотечения [28]. По-
скольку эпидермальные клетки относительно 
слабо прикреплены друг к другу, с помощью 
этой процедуры можно удалить почти весь эпи-
дермис, оставляя при этом базальную мембрану 
интактной. 

Таким образом, абразивная модель дает глу-
бину раны, сопоставимую с утрикарной моде-
лью. Поскольку базальная мембрана остается 
неповрежденной, раны заживают без образо-
вания рубцов [28]. Этот метод использовался в 
открытом, рандомизированном сравнительном 
пилотном исследовании для оценки заживляю-
щих свойств полиуретана, гидроколлоида, ги-
дрогеля и двух стандартных повязок на раны на 
здоровых добровольцах. Результаты показали, 
что однородные и идентичные стандартизиро-
ванные раны могут быть созданы с помощью 
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абразивной щетки и что этот метод надежно вы-
являет различия в эффективности перевязочных 
материалов [29].

Модели ран, вызванных лазерным и микро-
дермальным истиранием. Лазеры, а именно 
CO2 и Er:YAG-лазеры, а также устройства для 
микродермабразии широко используются дер-
матологами и косметическими хирургами для 
процедур шлифовки кожи. Оба метода недавно 
были также внедрены в качестве инструментов 
исследования ран. Преимущество обоих мето-
дов заключается в том, что раны разной глуби-
ны можно индуцировать с высокой воспроиз-
водимостью [30]. Ferrag с соавторами [31] ис-
пользовали Er:YAG-лазер с общей плотностью 
энергии 15 Дж/см2 и длительностью импульса 
250 микросекунд, чтобы нанести 19 ран на 1 
см2. Результатом этой процедуры стало лишь 
частичное удаление эпидермиса. Трехмерный 
анализ показал, что лазерные раны были более 
поверхностными, чем раны при использовании 
уртикарной модели. Время заживления, однако, 
было сопоставимым для ран, индуцированных 
лазером, и уртикарных ран. 

Послойные модели раны. 
Резанная рана обычно связана с использова-

нием устройства с острым лезвием (например, 
дерматома), которое наносит разрез параллель-
но поверхности кожи на определенной глуби-
не. Это позволяет удалить слой эпидермиса / 
верхней дермы толщиной 100 – 1500 микрон. 
Остается значительная часть дермы, при этом 
большая часть производных кожи (сальных и 
потовых желез, волосяных фолликулов) оста-
ется неповрежденной, что особенно важно для 
определения качества реэпителизации, уровня 
воспалительного и иммунного ответа [32]. Бо-
лее раннее исследование демонстрируют, как 
эта модель использовалась в качестве ценного 
исследовательского инструмента для оценки 
влияния возраста на заживление ран у здоровых 
людей. 

Полнослойные модели ран. Эта модель требу-
ет полного удаления эпидермиса и дермы на глу-
бину фасциальных тканей или подкожного жира 
и разрушает кровеносные сосуды дермы. Это 
можно сделать с помощью ряда устройств для 
нанесения поражения стандартным способом 
(пункционная биопсия, скальпель, дерматом, 
лазер). Эта модель предлагает преимущества за-
живления с участием всех кожных компонентов 
и эпителизации по краям раны. Заживление ран 
предполагает формирование нескольких типов 
тканей и образование рубцов. Кровотечение и 
потеря жидкости более обширны в таких моде-
лях, поэтому существует большая восприимчи-
вость к инфекции. Скорость заживления может 

быть измерена макроскопически по отношению 
к общему объему иссечения (или площади попе-
речного сечения), образованию грануляционной 
ткани и реэпителизации. Взятие биопсии зажи-
вающей ткани позволяет оценить химические и 
гистологические процессы с точки зрения орга-
низации соединительной ткани, ангиогенеза и 
содержания коллагена или протеогликанов [33].

Перфорационная биопсия ран широко ис-
пользуется в исследованиях заживления ран 
как на животных моделях, так и в исследовани-
ях на людях-добровольцах. Эти раны полезны 
с экспериментальной точки зрения, поскольку 
их размер и глубину можно точно контролиро-
вать. Поскольку они включают все компоненты 
процесса заживления, они представляют собой 
совершенный инструмент для исследования и 
использовались для изучения ангиогенеза [34; 
35; 36], сокращения и закрытия ран [37; 38]. Эта 
модель также использовалась для исследования 
влияния новых методов лечения на заживление 
ран. Например, было показано, что местный 
фактор роста, полученный из тромбоцитов, 
ограничивает роль сокращения раны в закры-
тии раны и что раны, обработанные PDGF, за-
крываются за счет реэпителизации и заполнения 
рубцами [39; 40].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Разделение физиологических процессов на 

составные компоненты путем моделирования 
является одной из важных частей любого ис-
следования. Заживление ран — это сложный 
процесс. Использование моделей (in vitro, in 
vivo – на животных и человеке) позволило про-
вести масштабные исследования в этой области, 
что значительно улучшило знание механизмов 
заживления как острых, так и хронических ран 
кожи. Параллельно с полученными знаниями 
продолжается разработка новых методов лече-
ния ран и понимание того, как усовершенство-
вать уход за ними, для достижения наилучших 
результатов. Хотя модели in vitro и модели на 
животных занимают определенное место в дан-
ных исследованиях, безусловно, лучшими моде-
лями являются те, которые основаны на привле-
чении добровольцев и обеспечивают получение 
ценной информации о тонких механизмах пато-
генеза и заживления кожного покрова.
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РЕЗЮМЕ
В статье отражено рассмотрение проблемы лечения комбинированного (продольно-поперечного) 

плоскостопия и применения различных методов коррекции данной патологии. Рассмотрены основные 
подходы к лечению комбинированного (продольно-поперечного) плоскостопия, а также проведен краткий 
обзор экспериментальных исследований и патентных разработок в отношении лечения комбинированного 
(продольно-поперечного) плоскостопия. Представлен анализ опыта применения различных методов 
лечения комбинированного (продольно-поперечного) плоскостопия в зарубежной и отечественной практике, 
выделены проблемные аспекты борьбы с рассматриваемой патологией. Отмечено, что отдельное применение 
различных методик лечения комбинированного (продольно-поперечного) плоскостопия имеет недостаточную 
эффективность и сопровождаются риском повторного развития патологии, при том, что наибольший эффект 
на ранних стадиях развития комбинированного плоскостопия дает применение комплексного лечения с 
использованием одновременно и медикаментозного лечения и различных ортопедических методов, и ЛФК, 
и массажа. Определена необходимость дальнейшего научного поиска в отношении наиболее эффективного 
сочетания различных методов лечения комбинированного плоскостопия, которое дало бы положительную 
динамику изменений как в отношении стоп и нижних конечностей в целом, так и в отношении всего опорно-
двигательного аппарата. Обоснована необходимость рассматривать опорно-двигательный аппарат и стопы как 
единый механизм, кинематическую цепь, обладающую степенями свободы (подвижность и деформируемость 
в суставе), в которых происходит передача реактивных или отраженных сил в связующих звеньях цепи.

Ключевые слова: комбинированное (продольно-поперечное) плоскостопие, симптом, 
патология, метод лечения, опорно-двигательный аппарат, кинематическая цепь.

BASIC APPROACHES AND USED METHODS IN THE TREATMENT 
OF COMBINED (LONGITUDINAL-TRANSVERSE) PLATFOOT

Achkasov E. E., Frolov V. A., Berezin V. V.

Federal State Autonomous Educational Institution of Higher Education I.M. Sechenov First Moscow State Medical 
University of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov University), Moscow, Russia.

SUMMARY
The article reflects the consideration of the problem of treatment of combined (longitudinal-transverse) flat feet 

and the use of various methods of correction of this pathology. The main approaches to the treatment of combined 
(longitudinal-transverse) flat feet are considered and a brief review of experimental studies and patent developments 
in relation to the treatment of combined (longitudinal-transverse) flat feet. The analysis of the experience of using vari-
ous treatment methods for combined (longitudinal-transverse) flat feet in foreign and domestic practice is presented, 
problematic aspects of the fight against the pathology under consideration are highlighted. It is noted that the separate 
use of various treatment methods for combined (longitudinal-transverse) flatfoot has insufficient effectiveness and is 
associated with the risk of re-development of pathology, while the greatest effect in the early stages of the develop-
ment of combined flatfoot gives the use of complex treatment, using both medication and various orthopedic methods, 
exercise therapy, and massage. The need for further scientific research in relation to the most effective combination of 
different treatment methods for combined flat feet was determined, which would give a positive dynamics of changes 
both in relation to the feet and lower extremities in general, and in relation to the entire musculoskeletal system. The 
necessity of considering the musculoskeletal system and the feet as a single mechanism, a kinematic chain with 
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degrees of freedom (mobility and deformability in the joint), in which the transfer of reactive or reflected forces in the 
linking chain of the chain.

Key words: combined (longitudinal-transverse) flat feet, treatment method, musculoskeletal 
system, kinematic chain.

Плоскостопие представляет собой врожден-
ную или приобретенную ортопедическую па-
тологию, связанную с деформацией стопы, при 
которой происходит понижение (уплощение) ее 
свода. При комбинированном (продольно-попе-
речном) плоскостопии происходит одновремен-
но поражение поперечного и продольного свода 
стопы – подошва стопы полностью опирается 
на землю, а передняя часть ступни сильно рас-
ширяется. 

Данный вид плоскостопия отличается от дру-
гих тем, что полностью теряются амортизиру-
ющие свойства стопы. Комбинированное (про-
дольно-поперечное) плоскостопие чаще всего 
развивается постепенно и на обеих конечностях. 
Гораздо реже встречается ситуация односторон-
него поражения стопы, как следствие травмы [1].

Происходящие изменения анатомии стоп 
ведут к нарушению походки человека, которая 
становится неуклюжей с сильным разведением 
в стороны носков. Кроме этого, плоскостопие, 
которое относится к прогрессирующим забо-
леваниям, ведет к изменению нагрузки на весь 
опорно-двигательный аппарат человека, отрица-
тельно влияя на его общее состояние здоровья и 
выражаясь в болевых ощущениях, нервозности, 
рассеянности, чрезмерной утомляемости, голов-
ных болях и др. 

Главная опасность комбинированного (про-
дольно-поперечного) плоскостопия состоит в 
том, что стопа перестает выполнять амортизаци-
онную функцию, что может привести к болезням 
позвоночника (сколиоз, грыжи, остеохондроз), 
артрозам, неврологическим расстройствам, гной-
ным повреждениям стопы, варикозному расши-
рению вен и болезненному сокращению мышц 
нижних конечностей. Все эти проявления воз-
никают вследствие перераспределения нагрузки 
со стопы на суставы (тазобедренный, коленный) 
и позвоночник, которые не приспособлены к по-
добным нагрузкам и начинают страдать от этого. 
Поэтому актуальным выглядит поиск наиболее 
эффективных методов лечения комбинированно-
го (продольно-поперечного) плоскостопия, ока-
зывающего негативное влияние на весь опорно-
двигательный аппарат человека.

Обзор основных подходов к лечению комби-
нированного (продольно-поперечного) плоско-
стопия

На сегодняшний день существуют различ-
ные способы лечения комбинированного (про-

дольно-поперечного) плоскостопия. При этом 
назначение лечения предполагает проведение 
тщательных предварительных диагностических 
мероприятий с целью выявления причин и ста-
дии заболевания, а также недопущения рециди-
вирования.

На ранней стадии протекания заболевания 
применяется консервативное лечение: лекар-
ственные препараты, физиотерапия и лечебно-
гимнастические упражнения для коррекции 
неправильной установки стопы. Препараты по-
могают снять боль и воспалительные процессы, 
гимнастика и процедуры укрепляют мышцы 
и связки, восстанавливают амортизирующие 
свойства стопы [2]. 

Эффективное лечение комбинированного 
(продольно-поперечного) плоскостопия лекар-
ственными средствами, как и другими консер-
вативными методами, возможно на начальных 
этапах заболевания. Для этого используются 
препараты местного значения из нескольких 
фармацевтических групп: анальгетики (обезбо-
ливающие); противовоспалительные (НПВС, 
глюкокортикоиды); хондропротекторы, витами-
ны; лекарства общего воздействия для улучше-
ния кровообращения. 

На данном этапе высокую эффективность по-
казывают аптечные средства на основе исполь-
зования натуральных компонентов, а также на-
родные средства [3].

При прогрессировании болезни переходят на 
пероральные и инъекционные системные пре-
параты. Для полного исчезновения симптомов 
комбинированного плоскостопия проводят лече-
ние с помощью физиопроцедур на основе при-
менения лазера, ультразвука, ударно-волновой 
терапии, лечебных грязей. При более серьезных 
патологических изменениях курс коррекции до-
полняется сеансами остеопатии и рефлексоте-
рапии. Применение физиотерапевтических про-
цедур помогает снять отек и воспаление в обла-
сти подошвы, а противовоспалительные мази и 
обезболивающие средства не только облегчают 
состояние, но и помогают справиться с ослож-
нениями в виде бурситов и артрозов [4]. 

Одним из основных видов консервативного 
лечения является применение различных видов 
ортопедических средств, прежде всего, стелек, 
представляющих собой вкладыши под перед-
нюю часть стопы, задники, стельки с супинато-
ром под пяткой и пронатором в переднем отделе.

73



2020, т. 10, № 4 ККРЫМСКИЙ ЖУРНАЛ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ МЕДИЦИНЫ

Ортопедические стельки учитывают строе-
ние стопы и еще ряд дополнительных факторов. 
Результатом использования ортопедических сте-
лек являются следующие позитивные изменения 
у больного: нагрузки на ноги становятся мень-
ше; стопы меньше устают; суставы больше не 
деформируются; улучшаются амортизирующие 
действия на стопу; уменьшается нагрузка на по-
звоночник [5].

По мере привыкания мышц и связок к орто-
педическим стелькам у пациента нормализуется 
распределение нагрузок на подошву. При раз-
витии hallux valgus дополнительно используют-
ся различные виды корректоров и фиксаторов, 
шины (ночные, дневные). 

Важным аспектом лечения является ноше-
ние специальной ортопедической обуви, по-
зволяющей поддерживать физиологический 
свод стопы. Специальная обувь производится 
по строгим требованиям: из натуральных мате-
риалов высокого качества (кожа, замша, нубук), 
с гибкой (часто резиновой) подошвой и низким 
каблуком (до 3-4 см). В настоящее время орто-
педическая обувь выпускается в разных стилях, 
фасонах и моделях, но при ее использовании су-
ществуют ряд обязательных требований: 

1. размер обуви должен обязательно соот-
ветствовать размеру ноги пациента, иначе 
возможно отсутствие лечебного эффекта, 
а плоскостопие трансформируется в сле-
дующую степень;

2. обязательна фиксация стопы с помощью 
жесткого задника [6].

Применение различных ортопедических 
средств при лечении комбинированного (про-
дольно-поперечного) плоскостопия позволяет 
устранить болезненные симптомы, снизить на-
грузку на опорно-двигательный аппарат, предот-
вратить дальнейшую деформацию стопы, избе-
жать более серьезных проблем с суставами и 
позвоночником.

Лечение двухстороннего комбинированного 
(продольно-поперечного) плоскостопия возмож-
но с применением массажа стоп. Массировать 
следует начиная с пальцев, постепенно перехо-
дя на плюсны и далее передвигаясь к таранным 
суставам. Массаж стопы помогает восстановить 
иннервацию и нормализовать кровоснабжение [7].

Например, С. В. Сиротиным описана автор-
ская методика профилактики и лечения плоско-
стопия на основе применения массажа. Согласно 
предложенному подходу, проводят разогреваю-
щий массаж тыльной стороны стопы, разминание 
мышц, формирующих продольный свод стопы, 
причем более интенсивное воздействие оказы-
вают на более ослабленные мышцы. Разминание 

мышц производят в несколько сеансов до восста-
новления рессорной функции стопы [8]. 

Вместе с тем, данный метод не предполагает 
постоянную компенсацию плоскостопия. Экспе-
риментальное исследование было выполнено на 
небольшом количестве испытуемых (до 10 чело-
век), что не показывает его достаточной валид-
ности. Кроме этого, метод не учитывает коррек-
ции биомеханических нарушений на уровне гру-
допоясничного отдела (перехода) позвоночника.

В ходе лечения комбинированного (продоль-
но-поперечного) плоскостопия также рекомен-
довано регулярно использовать упражнения 
лечебной физкультуры (ЛФК), что может дать 
значительный эффект на первоначальной стадии 
заболевания [9]. 

При 3-ей степени деформации стопы уже воз-
можно только хирургическое вмешательство. К 
нему прибегают в случае невозможности снять 
болевой синдром консервативными методами 
лечения, поскольку он является следствием 
сдавления нервных волокон, а также при неэф-
фективности других методов [10]. 

Краткий обзор экспериментальных исследо-
ваний и патентных разработок в отношении ле-
чения комбинированного (продольно-попереч-
ного) плоскостопия показал следующее.

Эффективным на ранних стадиях комбиниро-
ванного (продольно-поперечного) плоскостопия 
выглядит применение комплексного подхода в 
лечении. 

Так, А. В. Гуровым в рамках диссертационно-
го исследования [11] был проведен эксперимент 
по комплексной реабилитации при комбиниро-
ванном плоскостопии 1-ой, 2-ой и 3-ей стадии 
и патологии опорно-двигательного аппарата. В 
выборке было представлено 333 человека в воз-
расте 18-60 лет (163 мужчин, 170 женщин). Из 
них 68 человек являлись действующими спор-
тсменами в возрасте 18-30 лет и еще 83 человека 
в возрасте 31-60 лет были ветеранами спорта.

В ходе лечения применялся усовершенство-
ванный автором комплекс физических упражне-
ний, разработанный специалистами ЦИТО М. Б. 
Цыкуновым и А. Ф. Каптелиным. Кроме этого, 
использовались индивидуально конструируе-
мые стельки, изготовленные на основе компью-
терной плантограммы и гипсового слепка стопы 
с использованием методики компенсаторного 
моделирования также использовался и массаж, 
специфический для различных групп испытуе-
мых, исходя из тяжести заболевания.

В ходе экспериментального исследования 
была установлена эффективность применяемых 
методов: у 30% исследуемых с 1-ой степенью 
развития патологии была достигнута макси-
мальная степень коррекции, у 70% был достиг-
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нут профилактический эффект: отсутствовала 
прогрессия патологии, уменьшились болевые 
эффекты. Кроме этого, по результатам опроса 
обследуемых у них повысилась оценка качества 
жизни.

На 3-ей стадии заболевания применение 
комплексной методики практически не дало по-
зитивных результатов, что объясняется слож-
ностью клинической ситуации. Таким образом, 
следует полагать, что применение комплексного 
подхода в лечении комбинированного плоско-
стопия показывает наибольшую эффективность 
на ранних стадиях заболевания.

В другом исследовании П. А. Поповым [12] 
при восстановительном лечения плоскостопия 
у лиц, занимающихся спортом, использованы 
традиционные методики в сочетании с грави-
тационной терапией и разработанным автором 
специальным устройством, оказывающим кор-
ригирующее и физиотерапевтическое действие. 

В зарубежной практике при неоперативном 
лечении взрослой приобретенной комбиниро-
ванной плоскостопии также находят примене-
ние специальные ортопедические конструкции 
[13; 14]. 

Важно отметить, что с точки зрения биомеха-
ники, двигательная функция организма включа-
ет в себя: пассивную часть (скелет) и активную 
часть (поперечнополосатую мускулатуру, сухо-
жилия, фасции, суставы). 

Перечисленные структуры образуют кинема-
тические цепи, обладающие степенями свободы 
(подвижность и деформируемость в суставе), в 
которых происходит передача реактивных или 
отраженных сил в связующих звеньях цепи. Это 
доказывает взаимосвязь всех частей опорно-
двигательного аппарата, а также возникновение 
структуральных нарушений на каком-либо уров-
не (звенья) цепи, приводящих к паталогии. 

Поэтому следует полагать, что воздействи-
ем на основные звенья кинематической цепи 
можно добиться эффективного восстановления 
функций органов и систем, вовлеченных в пато-
генез этих расстройств. Исходя из темы данного 
исследования, важным выглядит поиск безопас-
ного метода коррекции болевого синдрома гру-
допоясничного (перехода) отдела позвоночника, 
вызванного комбинированным (продольно-по-
перечным) плоскостопием.

Например, Я. В. Голуб и соавторами [15] был 
предложен динамический тренажер-корректор 
анатомических и биомеханических характери-
стик позвоночника и плечевого пояса для при-
менения в неврологии, ортопедии и восстанови-
тельной медицине.

Вместе с тем, предложенный метод недоста-
точно корректирует патологию в позвоночнике. 

Экспериментальная методика была апробирова-
на на малом количестве испытуемых (19 чело-
век). Кроме этого, предложенный динамический 
тренажер-корректор должен использоваться по-
стоянно в течении дня, что делает его примене-
ние обязательным и недостаточно комфортным.

В. Р. Горст было предложено изобретение, 
которое может быть использовано для тракци-
онной коррекции деформаций позвоночника, 
снятия болевого синдрома, устранения верте-
бральных блоков [16]. Вместе с тем, апробация 
применения данного устройства при комбиниро-
ванном (продольно-поперечным) плоскостопии 
и оценка его эффективности на сегодняшний 
день не осуществлялись.

Проведенный научный поиск показывает, что 
до сих пор не существует четкого алгоритма ку-
пирования болевого синдрома в грудопояснич-
ном отделе (переходе) позвоночника и коррек-
ции постуральных изменений при восходящей 
дисфункции как патологии при комбинирован-
ном (продольно-поперечном) плоскостопии. 

ВЫВОДЫ
1. Главная опасность комбинированного пло-

скостопия состоит в том, что стопа перестает 
выполнять амортизационную функцию, что мо-
жет привести к болезням позвоночника (сколи-
оз, грыжи, остеохондроз), артрозам, неврологи-
ческим расстройствам, гнойным повреждениям 
стопы, варикозному расширению вен и болез-
ненному сокращению мышц нижних конечно-
стей. Все эти проявления возникают вследствие 
перераспределения нагрузки со стопы на суста-
вы (тазобедренный, коленный) и позвоночник, 
которые не приспособлены к подобным нагруз-
кам и начинают страдать от этого.

2. При 1-ой и 2-ой степенях комбинированно-
го плоскостопия лечение может быть ограниче-
но консервативными методами, включающими 
процедуры по нормализации биомеханики сто-
пы. Пациентам назначают ношение специальной 
обуви с ортопедическими стельками, проводят 
массаж ног, используют лекарственные сред-
ства, применяют мази и физиотерапевтические 
процедуры. При 3-ей степени комбинированно-
го плоскостопия уже возможно только хирурги-
ческое вмешательство. 

3. На данный момент нет четкого алгоритма 
купирования болевого синдрома в грудопояс-
ничном отделе (переходе) позвоночника и кор-
рекции плоскостопия с учетом анатомических 
и биомеханических нарушений опорно-двига-
тельного аппарата. В научной литературе пред-
лагается фармакотерапия, тракционный метод 
коррекции позвоночника, массаж стоп с целью 
профилактики и лечения плоскостопия и др. Но 
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данные методики являются недостаточно эф-
фективными и сопровождаются риском повтор-
ного развития патологии. 

4. Следует полагать, что наибольший эффект 
на ранних стадиях развития комбинированного 
плоскостопия дает применение комплексного 
лечения, когда используются одновременно и 
медикаментозное лечение, и различные ортопе-
дические методы, ЛФК, и массаж.  Однако, дан-
ные методы лечения и реабилитации имеют ряд 
негативных последствий, так как обладают кра-
тковременным эффектом и в ряде случаев при-
водят к рецидивирующему течению патологии. 
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РЕЗЮМЕ
Обзор, представленный в статье, является продолжением публикации по коронавирусам. В работе 

рассматриваются современные данные о строении генома и процессе репликации у различных видов 
коронавирусов, вызывающих заболевания у людей и имеющих медицинское значение. Представлена 
структура геномов коронавирусов и функции генов, которые кодируют структуру вирусных частиц; описывается 
функция структурных генов и вспомогательных генов; показана роль генов, кодирующих неструктурные белки 
в структуре вирусной частицы и репликации коронавирусов. Анализ опубликованных исследований позволил 
сравнительно характеризовать геномы особо опасных коронавирусов: SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2, 
описать их отличия в структуре и в процессе репликации. В обзоре анализируется строение генома и процесс 
репликации коронавирусов на молекулярном уровне с учетом особенностей у разных видов коронавирусов. 
Для анализа генетических структур и репликации коронавирусов использованы современные литературные 
источники, статьи в ведущих мировых медицинских и биологических журналах. 

Ключевые слова: коронавирус, строение генома, стадии репликации, S-белок. 
CORONAVIRUS (GENOME STRUCTURE, REPLICATION)

Khaitovich A. B.

Medical Academy named after S. I. Georgievsky of Vernadsky CFU, Simferopol, Russia 

SUMMARY
The overview presented in the article is a continuation of the publication on coronaviruses. The paper examines 

modern data on the structure of the genome and the replication process in various types of coronaviruses that cause 
diseases in humans and are of medical importance. The structure of the genomes of coronaviruses and the functions 
of genes that encode the structure of viral particles are presented; describes the function of structural genes and aux-
iliary genes; the role of genes encoding non-structural proteins in the structure of the viral particle and replication of 
coronaviruses is shown. The analysis of published studies made it possible to comparatively characterize the genomes 
of highly dangerous coronaviruses: SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2, describe their differences in structure and 
in the process of replication. The review analyzes the structure of the genome and the replication process of coronavi-
ruses at the molecular level, taking into account the characteristics of different types of coronaviruses. To analyze the 
genetic structures and replication of coronaviruses, modern literary sources, articles in the world’s leading medical and 
biological journals were used.

Key words: coronavirus, genome structure, replication stages, S-protein.

Структура и процесс репликации детерми-
нированы генами вируса, которые имеют не-
которые отличия у разных видов и определяют 
процесс изменчивости коронавирусов (HCoV).  

Структура геномов у коронавирусов
В центре вириона в спиралевидной форме 

находится РНК (рибонуклеиновая кислота), ко-
торая обладает информационной и наследствен-
ной функциями. Строение РНК у коронавирусов 
обычное, по химическому строению является 
рибонуклеиновой кислотой, в которой каждый 

нуклеотид состоит из остатка фосфорной кис-
лоты, рибозы и азотистых оснований: аденин 
(А), гуанин (Г), урацил (У), цитозин (Ц) или в 
латинской транскрипции как A, G, U, С, соот-
ветственно. Геном HCoV самый крупный среди 
РНК-вирусов и представляет одноцепочечную 
плюс РНК с содержанием G + C от 32% до 43% 
[1; 2]. У разных видов HCoV размер генома ко-
леблется от 26,4 до 31,7 тысяч п.н. (пар нукле-
отидов), при этом у SARS-CoV составляет 27,9 
кб., SARS-CoV-2 - 29,9 кб., MERS-CoV – 30,1 кб. 
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Геном не сегментирован, в отличие от вируса 
гриппа, поэтому обладает меньшей предраспо-
ложенностью к изменчивости при репликации и 
образовании новых вирусных частиц. Строение 
генома HCoV сложное и состоит из фрагментов 
РНК – генов, которые кодируют структурные 
белки, неструктурные белки (NSP) и вспомо-
гательные гены (ORF) [2]. В структуре генома 
HCoV выделяются гены, кодирующие 29 белков, 
которые выполняют различные задачи от созда-
ния копий вируса и до подавления иммунных 
реакций инфицированного организма. Геном 
содержит 2 основные и длинные рамки счи-
тывания (ORF), занимающие около 70%, регу-
лирующие процесс репликации и кодирующие 
полипротеины (структурные белки S, E, M, N, 
НЕ) и вспомогательные гены (ORF 1a, 1b, 3a, 
6, 7a, 7b, 8 и 10)  (рис. 1) [3 - 7]. Геномная РНК, 
имеющая 5’-кэп и поли-(А)-хвост на 3’-конце, 
содержит множество ORF. Гены расположены в 
следующем порядке: 5’-репликаза-S-E-M-N-3’ с 
большим числом маленьких по размеру РНК – 
ORF (кодирующие вспомогательные белки), ко-
торые расположены между структурными гена-
ми [5]. Ген, кодирующий структурный НЕ-белок 
(гемагглютин-эстераза), присутствует только у 
двух видов HCoV-OC43 и HCoV-HKU1, а струк-
турными генами, кодирующие другие структур-
ные белки, обладают все виды HCoV, играющие 
роль в патологии человека [4].

В геноме HCoV присутствуют гены, которые 
определяют структуру и репликацию вируса. 
Ген репликазы / транскриптазы (ген 1) кодирует 
процесс репликации вирусных частиц; ген S (ген 
2) кодирует спайковый S-белок, координирую-
щий сборку и высвобождение вириона, а также 
ответственный за адгезию; ген оболочки (ген 
4) кодирует оболочечный Е-белок; ген мембра-
ны (ген 5) кодирует мембранный M-белок; ген 
нуклеокапсида (ген 9) кодирует нуклеокапсид 
N-белок, внутри которого находится одноцепо-
чечная плюс РНК генома (ssRNA) в спиралевид-
ной форме, которая обладает наиболее консер-
вативными свойствами [8]. Последовательность 
«тела» генома SARS-CoV-2 фланкирована «ли-
дерной» последовательностью длиной 72 нукле-
отида на 5’-конце и поли (A) хвостом на 3’-кон-
це [3]. Репликаза коронавируса кодируется дву-
мя большими перекрывающимися ORF (ORF 1a 
и ORF 1b), занимает  около двух третей генома и 
напрямую транслируется из геномной РНК. Тем 
не менее, структурные и вспомогательные гены 
транслируются из субгеномных РНК (sg-РНК), 
которые синтезируются во время транскрипции/
репликации генома [5]. 

Ключевую функциональную роль у HCoV 
выполняет структурный S-белок, который фор-
мирует внешний слой HCoV и защищает РНК, 
который находится внутри вирусной частицы. 
S протеины образуют крупные коронаподобные 
шипы на поверхности вируса, определяющие 
название таксономической группы вирусов – ко-
ронавирусы. Выявлена особенность в строении 
S-белка, находящегося на поверхности вирус-
ной частицы, часть которого может расширять-
ся и присоединяться к белкам клетки хозяина. 
Каждый вид HCoV обладает специфичностью 
и органотропностью: рецепторы вируса взаи-
модействуют со специфическими рецепторами 
клеток-хозяина разных органов и тканей орга-
низма; формирует механизм внедрения вируса в 
клетку и дальнейшую репликацию; определяет 
особенности развития патологических процес-
сов и клинических проявлений коронавирусных 
инфекций; является точкой приложения для дей-
ствия лекарственных противовирусных препара-
тов [1; 2; 6; 9]. 

S-белок у HCoV по химической структу-
ре – это тримерный остроконечный спайк-
гликопротеин, состоящий из 1255 аминокислот 
в длину [9; 10], и субъединиц S1 (от англ. bulb  – 
луковица) и S2 (от англ. stalk – стебель) в каждом 
спайк-мономере на оболочке, для связывания с 
клеточными рецепторами. Белок S находится 
на поверхности HCoV и функционально субъе-
диницы предназначены: S1 – для связывания с 
рецептором состоит из рецептор-связывающего 

Рис. 1. Рисунок 1. Геномная организация HCoVs 
[4]. Условные обозначения: 

1. Принципиальная схема семи известных HCoV 
показана без масштаба. 2. Гены, кодирующие 
структурные белки спайк (S), оболочку (E), 

мембрану (M) и нуклеокапсид (N), выделены 
зеленым цветом. 3. Ген, кодирующий гемагглю-
тинин-эстеразу (НЕ) в линии А бета-коронави-
русов, находится в оранжевом цвете. 4. Гены, 

кодирующие вспомогательные белки, выделены, 
синим цветом.
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домена (receptor binding domain – RBD) и S2 – 
для слияния мембран состоит из мембрано-свя-
зывающего домена (membrane binding domain  – 
MBD) (рис. 2) [8; 10; 11; 12]. 

Субъединица S1 химически – амино-конце-
вой домен с 200 аминокислотами (aa), в преде-
лах которого находится область непосредствен-
ного контакта – рецептор-связывающий мотив 
(receptor binding motif – RBM) и включает два 
независимых домена: N-терминальный домен 
(N-terminal domain – NTD) и C-терминальный 
домен (C-domain – CD). Домен CD RBD S-белка 
HCoV распознает в качестве конкретного для 
каждого вида HCoV специфический рецептор 
клетки-хозяина, который является основной 
мишенью для вируснейтрализующих антител 
[8; 10]. 

Субъединица S2 химически обладает кар-
бокси-концевыми связями и структура состо-
ит из набора белков: пептид слияния (fusion 
peptide – FP); гептадный повтор 1 (heptad repeat 
1 – HR1); гептадный повтор 2 (heptad repeat 2 – 
HR2); трансмембранный домен (transmembrane 
domain  – ТМ); центральная спираль (central 
helix  – CH); коннекторный домен (connector 
domain – CD); цитоплазматический хвост 
(cytoplasmic tail – CT) [8; 10].

Аминокислотный состав белка S включает 
сигнальный пептид (аминокислоты 1–12), рас-
положенные на N-конце; внеклеточный домен 
(аминокислоты 13–1195), трансмембранный 
домен (аминокислоты 1196–1215) и внутрикле-
точный домен (аминокислоты 1 216–1 255) [9; 
10; 13]. 

Среди белков HCoV, по величине белковой 
молекулы, S-гликопротеин меньше только не-
структурного белка (NSP) репликазы 3 (NSP3), 
который является крупнейшим белком, проду-
цируемый во время коронавирусных инфекций. 
Доменная организация группирует S-белок у 
HCoV с другими вирусными белками класса I, 
такими как вирус гриппа – гемагглютинин (HA), 
ВИЧ-1 – оболочечный белок (Env), вирус Эбо-
ла – гликопротеин 2 (Gp2), HCoV – рецептор-
связывающий домен (RBD) S-белка, которые 
считаются основной детерминантой диапазона 
хозяев. Функционально S-белок и RBD является 
ведущим фактором в определении диапазона хо-
зяев у всех видов HCoV [8; 14]. Кроме того, бе-
лок S играет ключевую роль в индукции ответов 
нейтрализующих антител, Т-клеток и в защит-
ном иммунитете при заражении SARS-CoV [10].

Кроме S-белка, определенную роль в струк-
туре и репликации HCoV принадлежит и другим 
структурным белкам, которые контролируются 
структурными генами. E-белок – оболочечный, 
помогает сформировать маслянистый пузырек 
вируса и выполняет функции, находясь уже 
внутри инфицированной клетки, где протеин со-
единяется с белками, помогающими включать/
выключать гены и активно изменять паттерн ак-
тивации собственных генов человека. M-белок – 
мембранный, является частью внешней оболоч-
ки вируса. N-белок – протеин нуклеокапсида, за-
щищает РНК-вирус, сохраняя его в устойчивом 
состоянии внутри вирусной оболочки, при этом 
большое количество белков соединяются друг с 
другом в длинную спираль, обертываясь и на-
матываясь на РНК [1; 15].

В геноме РНК-вируса, кроме структурных ге-
нов, находятся вспомогательные гены, которые 
кодируют 9 рамок считывания [2]: ORF1ab  – 
цепочка белков, создаваемая внутри заражен-
ной клетки, представляет собой цепь из 16 

Рисунок 2. Структура S-белка SARS-CoV-2  и его 
комплекс с рецептором AСE2 [10, 11, 12]

Условные обозначения:
а. Общая топология спайкового мономера SARS-

CoV-2. FP (пептид слияния); HR1 (гептадный 
повтор 1; HR2 (гептадный повтор 2); IC (вну-
триклеточный домен); NTD (N-терминальный 

домен); SD1 (поддомен 1); SD2 (поддомен 2); ТМ 
(трансмембранный регион).

б. Последовательность и вторичные структуры 
RBD SARS-CoV-2 (последовательность RBM по-

казана красным).
c. Общая структура RBD SARS-CoV-2, при-

вязанного к ACE2 (показано зеленым цветом); 
ядро RBD (показано голубым); RBM (показано 
красным). Дисульфидные связи в RBD пока-

заны в виде палочек и обозначены стрелками. 
N-концевая спираль ACE2, ответственная за 

связывание, помечена.
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объединенных вместе белков, два из которых 
действуют как ножницы, разрывая связи между 
различными протеинами, предназначение дру-
гих белков пока неизвестна; ORF 3a – группа 
«вспомогательных белков», которые помогают 
изменить среду внутри зараженной клетки, об-
легчают репликацию вируса, при этом протеин 
пробивает отверстие в мембране зараженной 
клетки и создает условия для выхода новых ви-
русов из нее, запуская процесс воспаления, один 
из наиболее опасных симптомов COVID-19 (от 
англ. – сoronavirus disease – 2019); ORF 3b – бел-
ки, которые частично накладываются на ту же 
область РНК, но пока не изучено использует ли 
SARS-CoV-2 этот ген; ORF 6 – вспомогательный 
белок блокирует сигналы, посылаемые инфици-
рованной клеткой иммунной системе, в частно-
сти, специфические внутриклеточные противо-
вирусные белки, на которые нацелены, в том 
числе, такие вирусы как полиомиелит и грипп; 
ORF 7a  – белок, сокращающий количество те-
терина (мембранный белок, фактор рестрик-
ции  – ингибитор вирусных инфекций), создает 
благоприятные условия большему количеству 
новых вирусов выйти и вызывать самоубийство 
инфицированных клеток, повреждая при этом 
клетки и ткани органов организма; ORF 7a и 
ORF 7b  – белки, накладываются на одинако-
вые участки РНК, но функция их неизвестна; 
ORF8   – вспомогательный белок, различается у 
разных HCoV, но функция неизвестна; ORF 9b 
и ORF 9c – вспомогательные белки  наклады-
ваются на те же участки РНК; ORF 9b – вспо-
могательный белок, который блокирует интер-
ферон  – ключевую молекулу противовирусной 
защиты; ORF 9c  – функция белка неизвестна; 
ORF 10 – вспомогательный белок небольшого 
размера и функция его не изучена [4]. 

После процессинга полипротеина образует-
ся 16 неструктурных белков (NSP), которые об-
разуют репликативный комплекс: NSP1 – белок 
замедляет выработку собственных белков ин-
фицированной клеткой, заставляя клетку рабо-
тать на вирус и производить больше вирусных 
белков, одновременно затрудняя ей собирать 
собственные противовирусные белки, которые 
могли бы его остановить; NSP2 – белок с неиз-
вестной функцией, возможно, его действие бу-
дет понятно, наблюдая за белками, к которым он 
присоединяется (например, два из них помогают 
перемещать заполненные молекулами пузырь-
ки, называемые эндосомами, внутри клетки); 
NSP3  – это крупный белок, у которого две важ-
ные задачи: отсечение других вирусных белков, 
чтобы выполнять свои собственные функции и 
изменить белки в зараженных  клетках (здоровая 
клетка помечает состарившиеся поврежденные 

белки для уничтожения, а HCoV может удалить 
эти метки, изменить баланс белков и уменьшить 
способность клетки бороться с вирусом); NSP4  
в сочетании с другими белками помогает соз-
давать в инфицированных клетках заполненные 
жидкостью пузырьки, внутри которых создают-
ся детали для новых копий вируса; NSP5 – белок 
осуществляет большинство разрезов, с помо-
щью которых другие белки NSP освобождают-
ся для выполнения собственной работы; NSP6  
взаимодействует с белками NSP3 и NSP4 для 
создания вирусных пузырьков-заводов; NSP7 и 
NSP8 – белки, помощники в копировании, дела-
ют большинство разрезов, с помощью которых 
другие белки NSP освобождаются для выполне-
ния собственной работы; NSP9 – белок прони-
кает по крошечным каналам в ядро зараженной 
клетки, где находится собственный геном, кото-
рый контролирует движение молекул в ядро и из 
него; NSP10 – белок, совместно с белком NSP16, 
защищают вирус от иммунной системы, что по-
зволяет уничтожать противовирусные белки 
в человеческих клетках; NSP11 – белок пере-
крывает часть того же участка РНК, как NSP12, 
но пока не определена функция малого белка; 
NSP12 – белок собирает генетические буквы 
в новые вирусные геномы (противовирусный 
препарат «Ремдесивир» препятствует работе); 
NSP13 – белок разматывает скрученную спираль 
РНК-вируса и  позволяет другим белкам прочи-
тать и скопировать информацию; NSP14 – белок 
вырезает ошибки при копировании, исправляет 
их и заменяет аминокислоты с неправильной на 
правильную; NSP15 – белок скрывает вирус от 
иммунной системы, измельчая обрывки повреж-
денной вирусной РНК; NSP16 – белок, совмест-
но с NSP10, помогает генам вируса скрываться 
от белков, разрушающих РНК [2].

Два неструктурных белков NS7b и NS8, вли-
яющих на передачу сигналов иммунного отве-
та, более консервативные у SARS-CoV-2, чем у 
SARS-CoV. Это позволяет сделать предположе-
ние о возможных функциональных изменениях 
инфекционных свойств этих белков во время 
эволюции вируса [16].

В коронавирусах SARS-CoV-2, NSP16 в со-
четании с NSP10 метилирует 5’-конец, коди-
руемый вирусом мРНК, чтобы имитировать 
клеточные мРНК в присутствии родственно-
го аналога субстрата РНК и донора метила  – 
S-аденозилметионина (SAM).  Происходит  «об-
ман» клетки хозяина и вирусная РНК считается 
частью клетки и вирус не вызывает ответную 
реакцию – иммунная система организма не реа-
гирует на чужеродные включения, при этом на-
оборот защищает вирус от ограничений врож-
денного иммунитета хозяина. NSP16 / NSP10 
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захватывают в результате 2’-O метилирования 
рибозного сахара первый нуклеотид мРНК 
SARS-CoV-2, после чего наблюдаются конфор-
мационные изменения, связанные с субстра-
том, когда фермент переходит из бинарного в 
тройное состояние.  Кроме того, удаленный (25 
Å) лиганд-связывающий сайт, уникальный для 
SARS-CoV-2, может быть нацелен в дополнение 
плюс РНК и SAM, что указывает на еще одну 
мишень для противовирусных препаратов [17].

HCoV содержат, по меньшей мере, шесть ORF 
в своем геноме. Первый, из которых, участок 
5’- ORF, ORF 1a (11826–13425 нуклеотидов) и 
ORF1b (от 7983 до 8157 нуклеотидов) присут-
ствует у разных родов (исключение составляют 
представители HCoV рода Gammacoronavirus, 
обладающие NSP1), кодирующие полимеразу 
для синтеза РНК и других NSP и продуцирую-
щие два полипептида: pp1a и pp1ab [1].

Геном коронавируса заканчивается фрагмен-
том РНК, который останавливает считывание 
белков, после чего следует 16 генетических букв 
повторяющихся последовательностей «ааааааа-
ааааааааа» [4].

Сравнение геномов SARS-CoV-2, SARS-CoV; 
MERS-CoV (рис. 1) показало, что они разного 
размера 29844 п.н., 29751 п.н., 30119 п.н., со-
ответственно. Несмотря на то, что структура 
белков у них в основном одинакова, при срав-
нении S-белка шипа на 3’-конце среди HCoV, 
было визуализировано различие: 1273aa, 1493aa 
и 1270aa в SARS-CoV-2, SARS-CoV; MERS-CoV, 
соответственно. Генетически SARS-CoV-2 име-
ет разное сходство: с SARS-CoV (около 79%) и 
MERS-CoV (около 50%) [10].

Расположение белков N, E, M в структуре 
SARS-CoV-2 отличается от других представите-
лей Betacoronavirus, но изменились, по сравне-
нию с SARS-CoV [18; 19].

Наиболее консервативным оказался Е-белок, 
став короче на 1 позицию, в С-концевой части. 
Белок М, напротив, стал длиннее на 1 аминокис-
лоту и изменился по содержанию гидрофобных 
аминокислот (лейцина, изолейцина и валина) и 
серина [20]. Заметные изменения произошли в 
N-белке, который стал короче на 3 аминокисло-
ты, в нем изменились количественные соотно-
шения между гидрофобными и дикарбоновыми 
аминокислотами, но это не повлияло на общее 
количество отрицательных групп в N-белке; 
при сохранности количества положительно за-
ряженных аминокислот (аргинина, лизина и ги-
стидина), изменения в их соотношении привели 
к снижению положительного заряда в N-белке, 
вследствие чего произошло ослабление его свя-
зи с РНК и ускорение процессов репликации ви-
русов. Эти изменения и произошедшие отличия 

могут оцениваться как маркер усиления конта-
гиозности и патогенности SARS-CoV-2 [20]. 

В N-белке коронавирусов содержание ар-
гинина и лизина практически совпадают. Как 
и у других представителей Coronavirinae, в 
N-белке SARS-CoV-2 отсутствует цистеин, что, 
по-видимому, связано с особенностями укладки 
геномной РНК в вирион. Крупная молекула по 
размерам, геномная РНК у HCoV не может обой-
тись без укладки в виде множества налагающих-
ся друг на друга динамичных петлевых фигур. 
Отсутствие цистеина в структуре N-белка и об-
разование дисульфидных связей служили бы 
препятствием формирования плотной упаковки 
рибонуклеопротеина в вирионе при высвобож-
дении его при репликации. В отличие от дру-
гих структурных белков, запреты в составе гена 
N-белка на триплеты UGC и UGU, кодирующие 
цистеин, жестко ограничивают в нем мутации 
по триптофану, тирозину и фенилаланину; мень-
шие ограничения проявляются по содержанию 
серина, аргинина и глицина, кодируемые боль-
шим количеством триплетов [20].

Две функционально разные субъединицы 
в S-белке SARS-CoV-2 проявляют разные тен-
денции в изменении их первичной структуры. 
Длина S-белка увеличилась на 18 аминокислот, 
и этот прирост приходится на S1 субъединицу. 
За исключением цистеина, пролина, тирозина и 
триптофана, большинство аминокислот в нем 
подверглись существенным изменениям. Осо-
бенно следует отметить возрастание доли основ-
ных аминокислот (аргинина, лизина и гистиди-
на) при большем снижении числа дикарбоновых 
аминокислот. В S1 субъединице на 6 остатков 
возросла доля аргинина при уменьшении на 1 
остаток лизина и на 7 остатков – дикарбоновых 
аминокислот. Результатом этих изменений в ко-
личественных соотношениях основных (без уче-
та доли гистидина) и кислых аминокислот S1 
субъединица SARS-CoV-2 получила положитель-
ную заряженность, свойственную поверхност-
ным белкам вирусов с высокой контагиозностью 
(грипп, корь, паротит, краснуха, гепатит А, гепа-
тит Е, ротавирусы). Известно, что положитель-
ная полярность поверхностных белков вирусов 
служит молекулярным маркером их высокой 
контагиозности. В субъединице S1 сосредоточе-
ны все существенные изменения по содержанию 
других аминокислот. Выявленные особенности 
первичной структуры S1 позволяют спрогно-
зировать отсутствие перекрестного взаимодей-
ствия SARS-CoV-2 с антителами к SARS-CoV. 
В S2 субъединице SARS-CoV-2 количественное 
соотношение основных и кислых аминокислот 
близко к S2 субъединицы SARS-CoV, то есть в 
ней не только сохранилась отрицательная поляр-
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ность, а даже усилилась, так как уменьшилась 
доля аргинина. С учетом меньших изменений в 
содержании других аминокислот структуру S2 
субъединицы следует оценить как более консер-
вативную, чем S1 субъединицы [20].

Не идентичность структуры S-белка SARS-
CoV-2, по сравнению с SARS-CoV, проявляется 
множеством протяженных вставок в S1 субъеди-
нице, что порождает сомнения в естественном 
происхождении вируса. На природное проис-
хождение вируса (вероятно, рекомбинантное), 
указывают произошедшие изменения в S-белке 
SARS-CoV-2, в течении длительного времени 
(несколько десятков лет) от изучения S-белка 
у SARS-CoV. Выявленная особенность генети-
ческого кода S-белка SARS-CoV-2 (как наиболее 
длинного среди поверхностных белков виру-
сов), проявляющееся исключением триплетов 
CGA и CCA, кодирующих, соответственно, ар-
гинин и пролин, отсутствует у SARS-CoV. Для 

уточнения, какие запреты приходятся на каждую 
субъединицу S-белка SARS-CoV-2, выполненный 
анализ генетического кода обеих субъединиц 
показал, что у субъединицы S1 в генетическом 
коде исключены триплеты CCG (пролин), CGC 
и CGA (аргинин), а у субъединицы S2 – GGG 
(глицин), TCG (серин), CGG и CGA (аргинин). 
Выявленные исключения триплетов из генети-
ческого кода распространяются на весь S-белок, 
избирательно на его субъединицы и обеспечи-
вают структурно-функциональную консерва-
тивность S-белка. В S-белке SARS-CoV-2 субъ-
единица S1 подверглась более сильным изме-
нениям, в отличии от субъединицы S2, которая 
более консервативна, что обусловило реализа-
цию функции формирования эндосомы с вклю-
ченным в нее вируса. Для структурных белков Е, 
М, N SARS-CoV-2 характерна консервативность 
и установлена роль в упаковке геномной РНК. 
Функция связана с конформацией первичных и 

Рисунок 3. Принципиальная схема цикла репликации коронавирусов [10, 25 - 27]
Условные обозначения.

1. SARS-CoV-2 проникает в клетки-мишени через эндосомальный путь. Белок S сначала связывает-
ся с клеточным рецептором ангиотензин-превращающий фермент 2 (ACE2). В комплекс ACE2-вирус 
затем транслоцируется в эндосомы, где белок S расщепляется протеазами эндосомных кислот (катеп-

син L) до активирования ядерной активности.
2. Вирусный геном высвобождается и транслируется в вирусную репликазу. полипротеины pp1a и 

1ab, которые затем расщепляются на небольшие продукты вирусными протеиназами.
3. Субгеномные матрицы негативных цепей синтезируются из прерывистой транскрипции на геном 
плюс-цепь и служат шаблонами для синтеза мРНК. Полнометражный отрицательный шаблон цепи 

выполнен в качестве шаблона для геномной РНК.
4. Происходит синтез структурных белков.

5. Вирусные нуклеокапсиды собрираются из геномной РНК и белка N в цитоплазме с последующим 
отпочкованием в просвет ERGIC (эндоплазматический ретикулум (ER) - аппарат Гольджи).

6. Вирионы затем высвобождается из клетки через экзоцитоз.
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изменениями во вторичной и третичной струк-
турах, так как для каждого из структурных бел-
ков характерно множество синонимических за-
мен в мРНК. Вариации синонимических замен 
в кодонах изменяют упаковку белков в клетке и, 
соответственно, свойств вирионов, что проявля-
ется в формообразовании вирионов, изменении 
характера упаковки генома и топографии им-
мунных эпитопов [21;22;23]. Проведенные био-
информационные исследования В и Т эпитопов 
SARS-CoV указывают на конкретные области, 
которые с высокой вероятностью распознают-
ся иммунными реакциями человека, а также на 
консервативность их как у SARS-CoV, так и у 
SARS-CoV-2. Разрабатываемая стратегия вакци-
нации предназначена для получения иммунного 
ответа на эти консервативные эпитопные обла-
сти, которые могут генерировать иммунитет, а 
не только перекрестно защищать от видов ви-
русов, входящие в род Betacoronavirus. Следу-
ет отметить относительную устойчивость этих 
областей в продолжающейся эволюции вирусов, 
для чего чрезвычайно важен мониторинг потен-
циальных последствий генетических событий 
(мутационных и/или рекомбинантных) в местах 
нуклеотидных последовательностей, формиру-
ющие конкретные области В и Т эпитопов, при 
передаче вируса в популяции людей [24].

Геном вируса не только кодирует структуры 
и функцию вирусных частиц HCoV, но и репли-
кацию вируса.

Репликация коронавирусов
Жизненный цикл репликации у разных видов 

HCoV подобный и его условно можно разделить 
на 6 этапов: прикрепление и вхождение вируса 
в соматическую клетку; трансляция вирусной 
репликазы, транскрипция и репликация генома 
вируса; трансляция структурных белков вируса; 
сборка вириона; высвобождение вириона (рис. 
3) [10; 25; 26; 27]. 

1 этап - прикрепление и внедрение в клетку 
включает: проникновение HCoV, которое ини-
циируется связыванием белка S с рецептором 
клеточной поверхности соматической клетки. 
Связывание с рецептором является основной 
детерминантой диапазона хозяина и тканевого 
тропизма для HCoV и происходит эндоцитозом. 
Белок S находится на поверхности вируса HCoV 
и состоит из двух частей, где субъединица S1 от-
вечает за первичный контакт с рецептором клет-
ки-хозяина, а субъединица S2 в последующем 
способствует слиянию с клеточной мембраной 
и проникновению в клетку, а затем высвобож-
дению нуклеокапсида в цитоплазму [25; 26; 27].

HCoV через рецепторы, являющиеся структу-
рой S-белка, S1 субъединицы RBM RBD, взаи-
модействуют с рецепторами соматической клет-

ки – ферментами клеточной поверхности, кото-
рые разные у видов HCoV: аминопептидаза N 
(от англ. aminopeptidase N – APN) протеолитиче-
ский фермент, отщепляющий N-концевые остат-
ки аминокислот от пептидов и белков,  кластер 
дифференциации (CD) CD13 – для HCoV-229E 
[5; 28 - 31]; ангиотензинпревращающий фер-
мент 2 (от англ. angiotensin converting enzyme 
2 – ACE2) мембранный белок,  экзопептидаза, 
катализирующая превращение ангиотензина I в 
ангиотензин 1-9 и ангиотензина II в ангиотензин 
1-7  – для HCoV-NL63 [5; 31-33] – для SARS-CoV, 
SARS-CoV-2 [1; 5; 31; 33; 34]; дипептидилпепти-
даза 4 (от англ. Dipeptidyl – peptidase 4 – DPP4) 
мембранный фермент, гидролизирующий пеп-
тидную связь с C-конца пролина, кластер диф-
ференциации CD26 – для MERS-CoV [5; 35; 36]; 
9-O-ацетилированная сиаловая кислота (от англ. 
9-O acetylated sialic acid – 9-О-ASC) модифика-
ция сиаловой кислоты – O-замещённая произво-
дной нейраминовой кислоты – моносахарида с 
девятиатомной углеродной цепью, которая уча-
ствует в распознавании сиалогликанов) = для 
HCoV-OC43 и HCoV-HKU1 [5; 29; 31]. 

ACE2 является функциональным рецепто-
ром SARS-CoV, у которого фрагмент белка S из 
193 аминокислот (остатки 318-510) связывает 
ACE2 более эффективно, чем полный домен S1 
(остатки 12-672). Фрагменты белка S меньшего 
размера, экспрессирующие остатки 327-510 или 
318-490, не связывали АСЕ2 заметно. Во время 
взаимодействия RBD представляет вогнутую 
поверхность для N-конца рецептора пептидазы, 
на которой аминокислоты 445–460 RBM закре-
пляют всю рецептор-связывающую петлю (ами-
нокислоты 424–494 RBD) и создают полный 
контакт с рецептором ACE2. Среди 14 остатков 
RBM, которые находятся в прямом контакте с 
18 остатками  ACE2, шесть представляют собой 
тирозин, как гидроксильную группу, так и ги-
дрофобное кольцо [10; 37]. Область RBD также 
содержит несколько остатков цистеина, которые 
связаны дисульфидными связями [12].  Адапта-
ция  S-белка у видов HCoV животного проис-
хождения к ACE2 клеток тканей и органов че-
ловека облегчается с изменением остатков 479 
на аспарагин и 487 на треонин. Это может опре-
делять развитие заболеваний у людей, тропизм 
SARS-CoV по диапазону хозяев, при этом любые 
остатки изменений в этих двух позициях усили-
вают передачу от животного к человеку или от 
человека к человеку [10; 38; 39]. Анализ RBM, 
который является частью RBD, вступающего в 
контакт с ACE2, показал, что большинство ами-
нокислотных остатков, необходимых для связы-
вания S-белка с ACE2 у SARS-CoV, сохранились 
в S-белке у SARS-CoV-2 [34], что указывает на 
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подобные функциональные возможности в раз-
витии инфекционного процесса и у этого вида.

Специфическое взаимодействие между субъ-
единицей S1 и специфическим рецептором вы-
зывает сильное конформационное изменение в 
субъединице S2, что приводит к слиянию между 
оболочкой HCoV и клеточной мембраной клетки 
[10]. Запускает процесс слияния у SARS-CoV-2 
пептид слияния. Однако вначале он должен 
разрезать S белок в одном из сайтов, но у ви-
руса нет собственных протеинов, и он исполь-
зует клеточные протеазы, которых существует 
несколько видов, но не все присутствуют во 
всех типах клеток. Расщепление белков S1/S2 
у HCoV опосредуется одной или несколькими 
протеазами-хозяевами и отличается у различ-
ных видов. Белок S у SARS-CoV расщепляться 
на субъединицы S1 и S2 протеазами последо-
вательно: эндосомальной цистеинпротеазой, 
рН – чувствительной эндосомальной протеазы 
катепсина L (СTSL) [15; 37; 40], фактором Xa  
(сериновая пептидаза расщепляется в  сайте 
расщепления Gly-Arg) [41] и трипсиноподобная 
сериновая протеаза [42, 43]. Сайт расщепления 
СTSL сопоставляется с T678-M679 в белке S и 
расщепляет его в геноме SARS-CoV выше, а не 
рядом с пептидом слияния; действие трипсина 
происходят в R667-S668 [37], и это расщепление 
требуется для активации мембранного FP белка 
S после попадания в мишень клетки [13].

У SARS-CoV-2 одной из наиболее эффектив-
ных протеаз является фурин (название от гена 
FUR – от англ. FES upstream region). Фурин – 
фермент, сериновая протеаза клеток человека и 
расщепляет белок в месте спаренных основных 
аминокислот, расположен в аппарате Гольджи и 
является одним из самых эффективных фермен-
тов, который находится не только на поверхно-
сти клеток, но и внутри. Наличие нового фури-
нового сайта отличает SARS-CoV-2 от SARS-CoV, 
что делает первый вид коронавируса опаснее, 
чем второго [8]. Подобный сайт присутствует и 
у MERS-CoV [44; 45]. S-белок MERS-CoV содер-
жит два сайта расщепления для фурина, который 
является повсеместно экспрессируемой протеа-
зой, при этом один сайт S1/S2 расщепляется во 
время синтеза S-белка MERS-CoV, а другой сайт 
S2 – во время проникновения вируса [5].

Белок S HCoV-229E, SARS-CoV и SARS-CoV-2 
участвует в активации трансмембранных сери-
новых протеаз типа II TMPRSS2 и TMPRSS11D, 
которые вовлечены в последующие стадии про-
никновения вируса [5]. Праймирование S белков 
HCoV протеазами клеток-хозяев необходимо для 
проникновения вируса в клетки и включает рас-
щепление S белка в сайтах S1/S2. Сайт расще-
пления S1/S2 SARS-CoV-2 содержит несколько 

остатков аргинина (многоосновных), что указы-
вает на высокую способность к расщеплению. 
S-белки SARS-CoV могут использовать эндо-
сомальные цистеиновые протеазы CatB/L для 
праймирования S белков в клетках TMPRSS2 
[40]. Тем не менее, праймирование S белка 
TMPRSS2 необходимо для проникновения ви-
руса в первичные клетки-мишени и для распро-
странения вируса у инфицированного хозяина 
[46]. Распространение SARS-CoV-2 также зави-
сит от активности TMPRSS2. Можно предполо-
жить, что фурин-опосредованное расщепление 
в сайте S1/S2 в инфицированных клетках мо-
жет способствовать последующему TMPRSS2-
зависимому проникновению в клетки-мишени, 
как и для MERS-CoV [44; 45]. TMPRSS2 в ка-
честве фактора клетки-хозяина имеет решаю-
щее значение для распространения нескольких 
клинически значимых вирусов, включая вирусы 
гриппа А и НCoV [46]. Белок S у HCoV-229E 
взаимодействует с валосинсодержащим белком 
и способствует высвобождению из эндосом  [10; 
31; 38]. Процесс слияния происходит в кислой 
среде эндосом, а не на поверхности клетки-хо-
зяина. Субъединица S2 содержит домены HR1 
и HR2, которые играют важную роль и участву-
ют в слиянии SARS-CoV с клетками-мишенями. 
Связывание RBD S1 с рецептором ACE2 запу-
скает конформационное изменение S2 от формы 
до слияния к форме после слияния, в результате 
чего в мишень вводится FP (аминокислоты 770–
788), клеточная мембрана и ассоциация доменов 
HR1 и HR2 с образованием шестиспиральной 
основной структуры [10]. Это приводит к тому, 
что вирусная оболочка и клеточная мембрана-
мишень находятся в непосредственной близо-
сти для слияния. Белок S SARS-CoV имеет более 
длинный регион HR1, чем регион HR2. Объеди-
ненные шесть спиралей имеют форму стержня 
(структура с длиной ~70 Å и диаметром ~28 Å), 
где три спирали HR1 образуют параллель – три-
мерную спиральную катушку, окруженную тре-
мя спиралями HR2 [10;  36; 47]. Следовательно, 
области HR1 и HR2 в доменах S2 участвуют в 
процессах слияния и проникновения вирусов, и 
могут быть мишенями для разработки лечебных 
препаратов и вакцин.

Кроме ACE2, обнаружен еще один рецептор 
CD147, который тоже тесно связан с инвазией 
SARS-CoV-2, который связывается с вирусом, 
чтобы опосредовать инфекцию клеток-хозяев 
[6; 47]. Взаимодействие рецептора HCoV с ре-
цепторами клеток хозяина CD147 было доказа-
но при помощи поверхностного плазменного 
резонанса (SPR), который подтвердил взаимо-
действие CD147 и RBD S-белка с константой 
аффинности 1,85×10 -7 М; в анализе иммуно-
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преципитации, когда антитело против S-белка 
и антитела против CD147 использовали для 
иммобилизации антител, соответственно; им-
муноферментный анализ (ELISA конкурентно-
го ингибирования) подтвердил взаимодействие 
CD147 и S-белка (RBD), указывая на новый по-
тенциальный путь проникновения SARS-CoV-2 
в клетки-хозяева; иммуно-электронная микро-
скопия, которая показала, что взаимодействие 
CD147-S-белок усиливает вирусную инвазию 
для клеток-хозяев. Совместное воздействие 
CD147 и S-белка облегчало инвазию SARS-CoV-2 
для клеток-хозяев и одновременно указывает на 
новую мишень для разработки специфических 
противовирусных лекарственных средств  при 
лечении COVID-19 [48].

Но факторы клетки-хозяина могут ограничи-
вать присоединение и проникновение HCoV в 
клетку. Интерферон-индуцируемые трансмем-
бранные белки (IFITM) проявляют антивирусные 
функции широкого спектра у РНК-вирусов [49]. 
IFITM ограничивает проникновение в клетку 
SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-229E, HCoV-NL63, 
SARS-CoV-2 [50]. Напротив HCoV-OC43 исполь-
зует IFITM2 или IFITM3 в качестве фактора вхо-
да для облегчения проникновения в клетку [51]. 
Выявлено в IFITM несколько аминокислотных 
остатков, которые контролируют интенсивность 
внедрения HCoV [52]. Вирус не индуцирует об-
разование интерферона в эпителиальных клетках 
дыхательных путей человека. Утрачивая способ-
ность к индукции синтеза интерферона, HCoV 
может тормозить специфическое вирусопосредо-
ванное ингибирование цитоплазматических фак-
торов путем элиминации вирусных макромолеку-
лярных белков внутри мембранных структур, что 
позволяет HCoV реплицироваться в клетках хозя-
ина до инициации иммунного ответа, что приво-
дит к высоким концентрациям вируса в органах. 
Высокая чувствительность HCoV к интерферону 
указывает на то, что введение интерферона Ι и 
ΙΙΙ типов до начала инфекции и/или на началь-
ных этапах развития инфекционного процесса, 
может эффективно снижать уровень репликации 
вирусных частиц в эпителиальных клетках ды-
хательных путей. Это указывает на возможность 
эффективного использования интерферона для 
профилактики болезни и на ранней стадии забо-
левания лечения (1-3 день клинических проявле-
ний) [26; 35; 37; 50]. 

Роль S-белка HCoV во взаимодействии с че-
ловеческой клеткой определяет роль в развитии 
патогенеза, возможно произошедшие некоторое 
время назад мутации, помогло шипам плотно 
связываться, вирус эволюционировал и смог 
перейти от рукокрылых на человека [7; 48; 53; 
54; 55].

2 этап – трансляция вирусной репликазы. 
Нуклеотидная последовательность в геноме ви-
руса осуществляется комплектованием механиз-
мов внутри зараженной клетки, которые считы-
вает аминокислоты на РНК и затем переводит их 
в белки HcoV. Синтез вирусной РНК включает 
в себя две стадии: на первой (репликация гено-
ма)  – РНК входного генома реплицируется путем 
транскрипции матрицы минус-цепи;  на второй 
(субгеномная транскрипция РНК) – субгеномные 
мРНК транскрибируются и впоследствии исполь-
зуются для трансляции структурных и вспомога-
тельных белков из нижестоящих ORF (от ORF 2 
к ORF 9 для SARS-CoV), что и приводит к транс-
ляции структурных белков, необходимых для об-
разования вирионов и завершения продуктивного 
цикла репликации вируса [50].

После проникновения вируса в клетку-хозяи-
на, и снятия с него оболочки, геном транскриби-
руется (от англ. transcribe – переписывать с по-
мощью транскрипции, что является процессом 
синтеза  РНК в качестве матрицы для переноса 
генетической информации во вновь образован-
ные РНК). Затем наступает трансляция (от англ. 
translatio – переносить/перемещать, осущест-
вляется рибосомой процесс синтеза белка из 
аминокислот на матрице информационной (ма-
тричной – мРНК), где реализуется генетическая 
информация). Репликация и транскрипция ге-
нома HCoV происходит на цитоплазматических 
мембранах и включает скоординированные 
процессы как непрерывного, так и прерывного 
синтеза РНК, которые опосредуются реплика-
цией вируса, огромного белкового комплекса, 
кодируемого геном репликазы размером 20 000 
п.н. [54]. Репликативный комплекс состоит из 
16 вирусных субъединиц и ряда клеточных бел-
ков. Помимо РНК-зависимой активности РНК-
полимеразы, РНК-геликазы и РНК-протеазы, 
которые являются общими для РНК-вирусов, 
было установлено, что коронавирусная репли-
каза использует ряд РНК - ферментов, которые 
не обнаруживаются (или редко выявляются) в 
других РНК-вирусах. К процессу подключает-
ся  - специфическая эндорибонуклеаза, 3’-5’-эк-
зорибонуклеаза, 2’- O- рибозо-метилтрансфера-
за, ADP-рибозо-1’-фосфатаза и, дополнительно 
в подгруппе коронавирусов группы 2, цикличе-
ская фосфодиэстераза [53]. Белки собираются на 
клеточной мембране, и РНК включается в виде 
зрелых частиц путем отщепления от внутренних 
клеточных мембран [54; 55; 56]. 

Ген репликазы/транскриптазы, ORF 1a/1b 
транслируется с помощью рибосомного кар-
касного сдвига в полипептид 1a (440-500 кДа) 
и 1b (740-810 кДа) и образуются неструктурные 
белки. К числу NSPS, кодирующих ORF 1a/1b, 
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относятся NSP3 и NSP5 – вирусные протеазы, 
которые опосредуют расщепление полипепти-
дов 1a и 1b; NSP8 – проявляет аденилаттранс-
феразную активность и участвует в поли (А) 
хвостах; NSP12 – белок с активностью РНК-
зависимой РНК-полимеразы для репликации 
и транскрипции вирусного генома [1;3]. Поли-
пептиды (1a и 1b) обрабатываются, кодируемой 
вирусом, химотрипсин-подобной протеазой, 
основной протеазой (Mpro) и одной или двумя 
папаин-подобными протеазами, за активность 
которых отвечают гены NSP3 и NSP5, соответ-
ственно [57]. Гены NSP3, NSP4 и NSP6 также 
индуцируют перестройку клеточной мембраны 
с образованием двухмембранных везикул (от 
англ. Double – membrane vesicles – DMV) или 
сферулы [58;59], где собирается и закрепляется 
комплекс репликации-транскрипции (replication 
transcription complexes – RTC) HCoV [5;19]. По-
мимо вторичных структур РНК, запрограмми-
рованный рибосомный сдвиг рамки считывания  
может регулироваться вирусными факторами и/
или факторами клетки-хозяина [5].

Все структурные и вспомогательные белки 
транслируются в субгеномные вирусные мРНК 
(sgRNAs) HcoV. Четыре основных структурных 
белка содержат белки S, M, E, N, кодируемые 
ORF 10, ORF 11 на одной трети генома около 
3’-конца. Помимо четырех основных структур-
ных белков, различные HCoV кодируют специ-
альные структурные и вспомогательные белки, 
такие как белок HE, ORF 3a/3b и ORF 4a/4b, ко-
торые отвечают за несколько важных функций 
в поддержание генома и репликации вируса [2].

3 этап - транскрипция и репликация гено-
ма. РНК, в качестве матрицы, с помощью РНК-
репликазы  HCoV синтезирует полноразмерный 
антиген минус-цепи, которая служит шаблоном 
для синтеза новой геномной РНК. Во время 
прерывистой транскрипции генома полимераза 
переключает матрицы в специфических сайтах, 
создавая тем самым набор минус-цепей sg-РНК 
(соответствуют 5’-концу антигенома), которые 
являются шаблонами для синтеза набора плюс-
цепей sg-РНК (соответствуют 3’-концу генома). 
Репликация/транскрипция генома ограничива-
ется RTC и в этом процессе участвуют различ-
ные факторы клетки-хозяина [5]. N-белок может 
быть РНК-шапероном и облегчать считывание 
матрицы, способствуя синтезу геномной РНК 
и более длинных sg-РНК [60; 61]. С N-белком 
SARS-CoV связывается «гетерогенный ядерный 
рибонуклеопротеин А1», который регулирует 
синтез вирусной РНК. РНК-связывающие белки 
клетки-хозяина («цинковый палец CCHC-типа и 
РНК-связывающий мотив 1», митохондриальная 
аконитаза, поли-A-связывающий белок), также 

могут связываться с нетранслируемыми обла-
стями (UTR) генома коронавируса для измене-
ния скорости репликации/транскрипции [5].

Транскриптом SARS-CoV-2, непосредственно 
примыкающим к каждому 5’-концу ORF, пред-
ставляет собой короткие мотивы, известные 
как регулирующие транскрипцию последова-
тельности (от англ. transcriptional regulatory 
sequences  – TRS). TRS – это сигналы, опосре-
дующие прерывную транскрипцию sgRNAs. Об-
разующиеся последовательности могут также 
направлять продукцию 9 главных sgRNA SARS-
CoV-2, каждая из которых содержат 5’-лидер и 
3’-поли (A) хвост, и их относительное содержа-
ние является следующим: N> S> 7a> 3a> 8> M> 
E> 6> 7b РНК. При этом вирусные транскрипты 
доминируют и подавляют экспрессию гена-хозя-
ина [3]. Кроме канонических («законное» соеди-
нение аминокислот – G+C или A+U), рекомби-
наций при транскрипции sgRNAs, транскрипты 
обнаруживаются и при неканонической реком-
бинации, при этом выявлено 3 основных типа: 
TRS-L-зависимая неканоническая рекомбинация 
(слияние с «телом» в неожиданных 3’-участках 
внутри ORF или нетранслируемых областей); 
TRS-L-независимая дальняя рекомбинация (сли-
яние на дальние расстояния > 5000 нуклеоти-
дов между последовательностями, в которых не 
участвует лидер); TRS-L-независимая локаль-
ная рекомбинация (образует меньше делеций, 
в основном в структурных и вспомогательных 
генах). Эпигенетические модификации играют 
важную роль в жизненных циклах РНК-вирусов, 
в том числе HCoV патогенных для человека. Так, 
модифицированные аденозины влияют на жиз-
неспособность специфических РНК-вирусов 
путем модуляции структур вирусной оболочки, 
вирусной репликации и врожденной иммунной 
реакции [3].

Изменения в геноме у HCoV не настолько ча-
стые, как у других РНК-вирусов (гриппа, ВИЧ), 
поэтому мутации в них происходят, но относи-
тельно некоторых РНК-вирусов через больший 
промежуток времени и они способны изменять 
некоторые свойства вирусов.

4 этап - трансляция структурных белков. 
Большинство sg-РНК вируса являются функ-
ционально моноцистронными, и поэтому кэп-
зависимым путем транслируется только 5’-ORF 
[62]. Используя геномную РНК в качестве ма-
трицы, РНК-репликаза синтезирует полнораз-
мерный отрицательно смысловой антигеном  
HCoV, который является матрицей для синтеза 
новой геномной РНК. РНК-репликаза может 
переключать матрицу во время прерывистой 
транскрипции генома в специфических сайтах, 
называемых регулируемыми транскрипцией 
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последовательностями. Некоторые sg-РНК для 
трансляции дополнительных белков ORF могут 
использовать ослабленное сканирование и вну-
треннюю посадку рибосомы. Трансляция транс-
мембранных структурных белков S, HE, M и E, 
связанных с мембраной, происходит в эндоплаз-
матическом ретикулуме, а N-белок транслиру-
ется свободными рибосомами в цитозоле [62]. 
Большинство структурных белков вируса под-
вергаются посттрансляционным модификаци-
ям, которые модулируют их функции: белки S 
и M модифицируются путем гликозилирования; 
N-связанное гликозилирование S-белка не спо-
собствует связыванию с рецептором и участвует 
в процессе прикрепления вириона, опосредо-
ванном лектином; О-связанное гликозилирова-
ние М-белка влияет на способность HCoV ин-
дуцировать репликацию интерферона I типа [5]. 

5 этап -  самосборка вирусных частиц 
происходит в промежуточных структурах ком-
плекса Гольджи и управляется белком М [62]. 
Гомотопическое взаимодействие белков М – ос-
нова морфогенеза вирионов, а взаимодействия 
белков M и S или M и N облегчают привлече-
ние структурных компонентов в место сборки. 
Вирусный белок Е  взаимодействует с М-белком 
и формирует изгибы мембраны, а затем способ-
ствует сборке частиц и окончательному отще-
плению вириона [63]. Взаимодействие М-белка 
с β-актином способствует сборке частиц и вы-
ходу из клетки. Большинство структурных бел-
ков HCoV подвергается посттрансляционным 
модификациям, определяющие их функции в 
жизненном цикле вируса [5]. 

6 этап - высвобождение вириона. Частицы 
HCoV транспортируются в везикулах и пере-
правляются по секреторному пути для высво-
бождения путем экзоцитоза. Структурные белки 
вируса взаимодействуют с цитоскелетом клетки. 
Взаимодействие тубулинов (белки, из которого 
построены микротрубочки) с цитозольными 
доменами S-белка характерно для HCoV-229E, 
HCoV-NL63 [64]. Вирионы коронавируса пере-
носятся на поверхность клетки в больших экзо-
цитических везикулах, и вирионы высвобожда-
ются из клетки в процессе, который не требует 
лизиса клеток. [5]. 

Кроме различий SARS-CoV-2 от SARS-CoV в 
геномах, выявлены различия и при репликации у 
Alphacoronavirus и Betacoronavirus, наиболее су-
щественные из которых являются три геномные 
основные особенности при репликации у SARS-
CoV-2. Первая  заключается в том, что SARS-
CoV-2, по-видимому, более оптимизирован для 
связывания с человеческим рецептором ACE2, в 
отличии от других HCoV этого семейства. Вто-
рая особенность определяется тем, что S-белок 

SARS-CoV-2 имеет функциональный сайт много-
основного (фуринового) расщепления на грани-
це S1/S2 посредством вставки 12 нуклеотидов, 
что дополнительно приводит к приобретению 
трех O-связанных гликанов вокруг сайта, кото-
рая создает «муциноподобный домен» и экра-
нирует эпитопы или ключевые остатки белка-
шипа, что позволяет ускользать от иммунного 
ответа. Третья особенность связана с наличием 
рецептора CD147 на клетке хозяина, который 
дополнительно усиливает аффинность  S-белка 
у SARS-CoV-2. 

Эти различия в строении генома и реплика-
ции SARS-CoV-2 и SARS-CoV формируют отли-
чия в патогенезе патологических процессов и, 
соответственно, в клинических проявлениях 
заболеваний; в формировании иммунного отве-
та; эпидемиологического процесса; и являются 
свидетельством возможной эволюции вируса, 
которые позволили перейти от рукокрылых на 
человека и передаваться в человеческой попу-
ляции от одного человека другому.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
До появления SARS-CoV в 2002-2003 гг. в 

мире были известны только HCoV-229E и HCoV-
OC43, которые вызывали легкие клинические 
проявления со стороны верхних дыхательных 
путей при заражении людей. Два других вируса 
HCoV-NL63 и HCoV-HKU1 идентифицированы 
после появления SARS-CoV в 2004 и 2005 гг., 
соответственно. В последнее 10-летие было вы-
явлено еще два коронавируса SARS-CoV MERS-
CoV. Это позволяет высказать предположение, 
HCoV, выделяемые от людей, прошли длитель-
ный путь адаптации, насчитывающий, вероятно, 
много десятков лет пока превратились в группу 
вирусов, вызывающие заболевания людей. Ви-
рус, вызвавший современную пандемию, SARS-
CoV-2 во многом подобен по происхождению, 
геномам и циклам репликации в клетках хозяи-
на и существенных различий не имеет. Однако 
для каждого вида вируса имеются некоторые 
различия, которые позволяют отметить пато-
генетические особенности, разнообразие кли-
нических проявлений и тяжести заболевания, 
неодинаковые закономерности эпидемического 
процесса, которые отображаются в нозологиях, 
вызывающиеся разными видами. Особенности 
SARS-CoV-2 от других видов вирусов, сопряже-
ны с незначительными изменениями в структуре 
генома и репликации вируса в клетке хозяина. 
Множественные изменения в первичной струк-
туре субъединицы S1 (протяженные вставки и 
замены, приобретение положительной полярно-
сти), затрагивают рецептор-связывающей домен 
и допускают предположение об изменении спец-
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ифичности. Это может проявляться в расшире-
нии диапазона рецепторов и приобретением 
способности клетки хозяина узнавать несколько 
рецепторов, что расширяет тропность, ускоряет 
трансмиссивность, облегчает взаимодействие, 
объясняет большую высокую контагиозность 
SARS-CoV-2. Изменения в структуре S-белка и 
его S1 субъединице, наличие дополнительного 
рецептора CD147 у клетки, появление нового 
фуринового сайта, сформировали новый мутант 
вируса – SARS-CoV-2, для которого появилась 
возможность перескочить с исходных носите-
лей на людей и при этом потенциально изме-
нить трансмиссивность вируса. Это проявилось 
множеством иммунных коллизий, отягощающих 
течение инфекционного процесса;  расширилась 
клиническая симптоматика и проявилась разная 
степень тяжести патологического процесса; из-
менился эпидемиологической процесс, который 
приобрел глобальный характер и стал более ин-
тенсивным.
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