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Резюме
Цель исследования: с учетом полиморфизма генов APOE, ACE, NOS3 сравнить клиническое тече-

ние повторного инфаркта миокарда у лиц с тромбозом/стенозом в ранее установленном стенте и у лю-
дей с нарушенной проходимостью коронарной артерии вне его. Материалы и методы. Обследовано 
212 пациентов, лечившихся по поводу ИМ. Все больные были разделены на две группы: первая (I) — 
110 человек с нарушением проходимости ранее установленного стента; вторая (II) — стеноз вне стен-
та — 102 пациента. Выборки были сравнимы по возрасту и полу. Полученные данные статистически об-
работаны. Результаты. У пациентов с нарушением проходимости ранее установленного стента были бо-
лее распространены коморбидные заболевания. У этих людей отмечалась более низкая фракция выброса 
левого желудочка, чаще регистрировались хроническая сердечная недостаточность, наджелудочковые 
и желудочковые нарушения сердечного ритма в госпитальном периоде. Вместе с тем, полиморфизм ге-
нов ACE, APOE, NOS3 чаще встречался у пациентов с тромбозом/стенозом стента. Заключение. Нали-
чие коморбидных заболеваний увеличивало риск обструкции стента. Более тяжелое течение повторного 
ИМ у пациентов со стенозом/тромбозом ранее установленного стента увеличивало летальность в 3 раза. 
Полиморфные варианты генов ACE, APOE, NOS3 можно рассматривать как предикторы развития по-
вторного ИМ на фоне нарушения проходимости ранее установленного стента с более тяжелым госпи-
тальным течением. 

Ключевые слова: нарушение проходимости стента, повторный инфаркт миокарда, полиморфизм ге-
нов, рестеноз, стентирование, APOE, ACE, NOS3.

Для цитирования: Луцик Е.А., Скородумова Е.А., Костенко В.А. и др. Полиморфизм генов ApoE, ACE, 
NOS3 и особенности клинического течения заболевания у ранее стентированных пациентов с повтор-
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Список сокращений: ИМ — инфаркт миокар-
да, KA — коронарные артерии, ЛПНП — липо-
протеиды низкой плотности, ОСН — острая сер-
дечная недостаточность, ОХ — общий холестерин, 
ФВ ЛЖ — фракция выброса левого желудочка, 
ФК — функциональный класс, ХБП — хрониче-
ская болезнь почек, ХСН — хроническая сердечная 

недостаточность, NYHA — Нью-Йоркская класси-
фикация хронической сердечной недостаточности.

Введение
На сегодняшний день известно, что вероят-

ность развития повторных ишемических событий 
у больных, перенесших инфаркт миокарда (ИМ), 
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Abstract
Purpose of the study: taking into account the polymorphism of the APOE, ACE, NOS3 genes, to compare 

the clinical course of recurrent myocardial infarction in individuals with thrombosis/stenosis in a previously 
established stent and in people with impaired coronary artery patency outside it. Materials and Methods. We 
examined 212 patients treated for MI. All the patients were divided into two groups: (I) — 110 patients with 
patency disorder of the previously installed stent, (II) — off-stent stenosis — 102 patients. The samples were 
comparable by age and sex. The obtained data were statistically processed. Results. Comorbid diseases were 
more common in patients with impaired patency of a previously installed stent. These people had a lower left 
ventricular ejection fraction, chronic heart failure, supraventricular and ventricular arrhythmias in the hospital 
period were more often recorded. At the same time, polymorphisms of ACE, APOE, and NOS3 genes were more 
common in patients with stent thrombosis/stenosis. Conclusion. Presence of comorbid diseases increased the 
risk of stent obstruction. A more severe course of recurrent MI in patients with stenosis/thrombosis of a previous-
ly placed stent increased mortality 3-fold. Polymorphic variants of ACE, APOE, NOS3 genes can be considered 
as predictors of recurrent MI development on the background of the previously installed stent patency failure 
with a more severe hospital course. 

Key words: ACE, APOE, gene polymorphism, NOS3, recurrent myocardial infarction, restenosis, stent pa-
tency disorder, stenting. 
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сохраняется на протяжении длительного времени. 
По данным Шведского регистра, который вклю-
чает 108 315 пациентов, риск наступления сер-
дечно-сосудистой смерти в течение первого года 
после ИМ составляет 18 % [1]. Высокий уровень 
летальности определяет существующую сегодня 
необходимость усиления мер вторичной профи-
лактики [2].

Несмотря на то, что внедрение стентов в прак-
тику интервенционного лечения ишемической 
болезни сердца значительно улучшило непосред-
ственную эффективность эндоваскулярного вме-
шательства, отдаленные результаты (5–10 лет) та-
кого лечения не столь впечатляют [3]. 

Нарушение проходимости коронарных артерий 
(КА) после стентирования, по мнению многих ис-
следователей, является ахиллесовой пятой этой 
методики и основным фактором, ограничиваю-
щим ее клиническую эффективность [4, 5]. Про-
блема стеноза ранее установленного стента связа-
на с необходимостью повторного стентирования 
[6, 7] и, как следствие, существенно повышает за-
траты на здравоохранение [8, 9].

В основе персонализированной медицины ле-
жит анализ характеристик, которые можно объ-
ективно измерить и которые могут служить ин-
дикаторами физиологических и патологических 
процессов или фармакологических ответов на ле-
чение. Кроме того, имеет место применение пер-
сонализированных методов и способов лечения 
заболеваний и коррекции состояний [10].

В настоящее время охарактеризовано несколь-
ко десятков генов, ассоциированных с атероскле-
розом, которые также влияют на частоту и тя-
жесть развития рестеноза или ретромбоза стента. 
В нашей статье мы рассматриваем гены APOE, 
ACE, NOS3, полиморфизмы которых отражаются 
на течении гипертонической болезни, ишемиче-
ской болезни сердца и, как следствие, на всем сер-
дечно-сосудистом континууме. В обсуждении бу-
дет уделено внимание каждому отдельному гену, 
что позволит более подробно проанализировать 
его функции и роль в исследуемом контексте.

Цель исследования: с учетом полиморфизма 
генов APOE, ACE, NOS3 сравнить клиническое 
течение повторного инфаркта миокарда у лиц 
с тромбозом/стенозом в ранее установленном 
стенте и у людей с нарушенной проходимостью 
коронарной артерии вне его.

Материалы и методы
Обследовано 212 пациентов, лечившихся 

по поводу повторного ИМ в Санкт-Петербург-

ском НИИ скорой помощи им. И. И. Джанелидзе 
в 2018–2021 гг. Количество лиц, принявших уча-
стие в исследовании, определялось по методике 
К. А. Отдельновой для исследования средней точ-
ности с мощностью 80 % и требуемым уровнем 
значимости p < 0,05. Количество пациентов в ка-
ждой группе составляло не менее 100 человек [11]. 
Критериями включения в исследование являлись: 
возраст более 45 лет, перенесенный ранее ИМ 
с выполненным стентированием инфаркт-связан-
ной артерии, диагностированный в индексную го-
спитализацию ИМ (в соответствии со всеми крите-
риями диагностики данного заболевания), а также 
выполненная коронароангиография с последую-
щим стентированием инфаркт-связанной коронар-
ной артерии (КА) в текущую госпитализацию.

Критериями исключения из исследования яв-
лялись: возраст менее 45 лет, невозможность вы-
полнения коронароангиографии в установленные 
клиническими рекомендациями сроки, выявлен-
ная в период госпитализации новая коронавирус-
ная инфекция, диагностированный (ранее или 
в индексную госпитализацию) порок сердца у па-
циента (как врожденный, так и приобретенный), 
онкологическое заболевание в активной стадии, 
наличие у больного острого воспалительного про-
цесса на момент поступления в стационар, а также 
отказ пациента от участия в проспективном иссле-
довании и от приема рекомендованных препаратов.

Терапия ИМ проводилась в соответствии с на-
циональными рекомендациями. Пациентам вы-
полнено стентирование инфаркт-зависимой КА 
в экстренном порядке в обе госпитализации. Ис-
пользовались преимущественно стенты с лекар-
ственным покрытием (77,2 %) и голометалличе-
ские стенты (22,8 %). Выполнялись стандартные 
электрокардиографические, эхокардиографиче-
ские, рентгенографические, лабораторные иссле-
дования, а также изучался полиморфизм генов — 
АСЕ, APOE и NOS3. Выделение генетических 
вариантов исследуемых генов основывалось 
на использовании методики полимеразной цеп-
ной реакции «SNP-экспресс». Нами использова-
лись реактивы ООО «Литех» (Москва). Геномная 
дезоксирибонуклеиновая кислота была выделена 
из лейкоцитов крови при помощи реагента «ДНК-
экспресс-кровь».

Все пациенты были разделены на две группы. 
В первую (I) вошли 110 человек с тромбозом или 
стенозом в стенте: 88 мужчин (80,0 %) и 22 жен-
щины (20,0 %). Средний возраст этих пациентов 
составил 64,3 ± 1,1 года. Среди них ИМ с подъе-
мом сегмента ST был диагностирован у 65,5 % 
больных, без подъема сегмента ST — у 34,5 %. Во 
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второй (II) группе: 102 пациента со стенозом вне 
ранее установленного стента: 64 (62,7 %) мужчи-
ны и 38 (37,3 %) женщин. Средний возраст этих 
пациентов был 66,4 ± 1,2 года. ИМ с подъемом сег-
мента ST был выявлен у 64,7 % человек, в то время 
как у 35,3 % диагностировался ИМ без подъема 
сегмента ST электрокардиограммы. 

Для статистической обработки использовалась 
программа STATISTICA 10. Для оценки характера 
распределения данных применялся критерий Кол-
могорова-Смирнова с поправкой Лиллиефорса. Ко-
личественные данные представлены как M±SD, где 
M — среднее арифметическое, SD — стандартное 
отклонение, min — минимальное значение показа-

Таблица 1. Данные анамнеза

Table 1. Anamnesis data

Коморбидные заболевания

Всего 212
Значение рСтеноз/тромбоз в стенте 

n = 110
Стеноз/тромбоз вне стента
n = 102

человек % человек %

ХСН по NYHA III–IV ФК 75 68,18 55 53,92 0,034

ГБ 105 95,45 99 97,06 0,541

СД 36 32,73 8 7,84 < 0,05

ОСН по Killip II–III 29 26,36 15 14,70 < 0,05

Примечание: ГБ — гипертоническая болезнь; СД — сахарный диабет 2 типа; ХБП — хроническая болезнь по-
чек; ОСН, Killip II–III — острая сердечная недостаточность II–III класса по классификации Killip; ХСН по NYHA 
III–IV ФК — хроническая сердечная недостаточность II–III функционального класса по NYHA.

Note: GB is hypertension; DM is type 2 diabetes mellitus; CKD is chronic kidney disease; OSH, Killip II–III is acute 
heart failure of class II–III according to the Killip classifi cation; CHF according to NYHA III–IV FC is chronic heart 
failure of II–III functional class according to NYHA.

Рис. 1. Хроническая болезнь почек у пациентов с повторным инфарктом миокарда
Примечание: ХБП — хроническая болезнь почек. 

Figure 1. Chronic kidney disease in patients with recurrent myocardial infarction
Note: CKD is a chronic kidney disease.

ГРУППА I
■ ХБП есть      ■ ХБП нет

ГРУППА II
■ ХБП есть      ■ ХБП нет
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теля, max — максимальное значение показателя, или 
в виде Me (Q1-Q3), где Me — медиана, Q1 и Q3 — 
нижний и верхний квартили. Для сравнения катего-
риальных переменных использовался критерий χ² 
(хи-квадрат) с поправкой на непрерывность, когда 
это было уместно, а также точный критерий Фише-
ра для пропорций. Для сравнения количественных 
переменных применялись критерий Стьюдента или 
критерий Краскела-Уоллиса, в зависимости от ус-
ловий. В онлайн-программе Tests for deviationfrom 
Hardy-Weinberg equilibrium and tests for association 
[12] с помощью Z-теста проверяли распределение 
частот генотипов исследуемых полиморфизмов 
на соответствие равновесию Харди-Вайнберга с ис-
пользованием χ2 Пирсона. Критический уровень 
значимости p считали равным 0,05.

Исследование было проведено в соответствии 
со стандартами надлежащей клинической прак-
тики (Good Clinical Practice) и принципами Хель-
синкской декларации. Протокол исследования был 
одобрен этическим комитетом института. Перед 
включением в исследование от всех участников 
получили письменное информированное согласие.

Результаты и обсуждение
В анамнезе исследуемых пациентов регистри-

ровалась хроническая сердечная недостаточ-
ность (ХСН) II–III функциональных классов (ФК) 
по Нью-Йоркской классификации (NYHA) на до-
госпитальном этапе у большинства больных обеих 
групп. Однако в группе с нарушением проходимо-
сти ранее установленного стента таких пациентов 
было статистически значимо больше, чем во вто-
рой группе: 68,2 % (75 человек) против 53,9 % (55 
человек) соответственно (p = 0,034), таблица 1.

Гипертоническая болезнь была выявлена прак-
тически у всех пациентов в обеих группах: 95,45 % 
(105 человек) в группе людей со стенозом либо 
тромбозом ранее установленного стента и 97,06 % 
(99 человек) в группе с частичной или полной об-
струкцией КА вне стента, установленного ранее. 
В то время как сахарный диабет 2 типа в первой 
выборке встречался в 4 раза чаще по сравнению 
со второй: 32,73 % (36 человек) у пациентов из пер-
вой группы и 7,84 % (8 человек) во второй группе. 

Это касалось и хронической болезни почек 
(ХБП) (данные представлены на рис. 1), которая 
существенно чаще регистрировалась у пациентов 
первой группы по сравнению со второй (р < 0,001). 

 В литературе ряд авторов отмечают взаимо-
связь поражения КА с ХБП [13, 14]. Нами было по-
казано, что нарушение функции почек чаще встре-
чалось у пациентов с тромбозом или стенозом 
стента. На основании представленных анамнести-
ческих данных можно сделать вывод, что пациен-
ты первой группы имели больше коморбидных за-
болеваний по сравнению со второй когортой.

Важная роль в прогрессировании атеросклеро-
тического процесса и в развитии нарушения про-
ходимости стента после чрескожного коронарного 
вмешательства отводится содержанию холестери-
на и его фракций, таблица 2.

Показатели общего холестерина в обеих вы-
борках существенно не отличались. Однако вы-
сокий уровень липопротеидов низкой плотности 
(ЛПНП), выступающий маркером прогрессиро-
вания атеросклероза, в сочетании с достоверно 
более низким уровнем липопротеидов высокой 
плотности (ЛПВП) на момент повторной интер-
венции, демонстрировал более активный про-

Таблица 2. Распределение ОХ, ЛПНП и ЛПВП в исследуемых группах

Table 2. Distribution of OH, LDL and HDL in the study groups

Группы 
Показатель 
крови

Группа I
n = 110

Группа II
n = 102 Значение p

ОХ, ммоль/л 5,38 ± 0,22 5,22 ± 0,20 р = 0,59

ЛПНП, моль/л 3,62 ± 0,14 2,99 ± 0,17 р = 0,005

ЛПВП, ммоль/л 0,95 ± 0,05 1,18 ± 0,06 р = 0,0036

Примечание: n — число пациентов; ОХ — общий холестерин; ЛПНП — липопротеиды низкой плотности; 
ЛПВП — липопротеиды высокой плотности.

Note: n is the number of patients; OH is total cholesterol; LDL is low-density lipoproteins; HDL is high-density 
lipoproteins.
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цесс развития атеросклероза именно у пациентов 
с тромбозом или стенозом стента. Таким образом, 
при прогрессировании атеросклероза, в первую 

очередь, может нарушаться проходимость стента. 
По мнению ряда авторов, дислипидемия увеличи-
вает частоту возникновения осложнений в виде 

Таблица 3. Осложнения инфаркта миокарда в стационаре

Table 3. Complications of myocardial infarction in the hospital

Осложнение течения 
повторного ИМ

 Всего 212

Значение рСтеноз/тромбоз в стенте 
 n = 110

Стеноз/тромбоз вне стента
n = 102

человек  % человек  %

ОСН по 
Killip II–III 29 26,4 15 14,7 0,037

ХСН по NYHA III–IV ФК 96 87,28 70 68,63 0,002

ННСР 76 69,1 17 16,7 0,001

ЖНСР 12 10,9 3 2,9 0,024

 
Примечание: ОСН, Killip II–III — острая сердечная недостаточность II–III класса по классификации Killip; 

ХСН по NYHA III–IV ФК — хроническая сердечная недостаточность II–III функционального класса по NYHA; 
ННСР — наджелудочковые нарушения сердечного ритма; ЖНСР—- желудочковые нарушения сердечного ритма.

Note: OSN, Killip II–III — acute heart failure of the II–III classes according to the Killip classifi cation; CHF according 
to NYHA III–IV FC — chronic heart failure of the II–III functional class according to NYHA; NNSR — supraventricular 
cardiac arrhythmias; VHSD — ventricular cardiac arrhythmias.

Рис. 2. Фракция выброса левого желудочка у исследуемых пациентов

Note:  p < 0,05.

Figure 2. Left ventricular ejection fraction in the studied patients
Примечание:  р < 0.05.
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нарушения проходимости ранее установленного 
стента [15, 16]. 

Эхокардиографическое исследование (ЭхоКГ) 
сердца является обязательной диагностической 
процедурой у пациентов с ишемической болез-
нью сердца. ЭхоКГ позволяет в кратчайшие сроки 
оценить не только морфологические особенности, 
но и систолическую и диастолическую функции 
левого желудочка. Фракция выброса левого желу-
дочка (ФВ ЛЖ) — это показатель систолической 
функции ЛЖ, которая чаще изменяется у больных 
с инфарктом миокарда. В группе со стенозом/тром-
бозом стента ФВ ЛЖ оказалась существенно ниже 
по сравнению с больными, у которых ИМ был свя-
зан с тромбозом или стенозом вне его, рисунок 2.

Развитие повторного ИМ у пациентов с наруше-
нием проходимости стента приводило к расширению 
зоны гипо/акинезии и ухудшало систолическую функ-
цию ЛЖ, что в свою очередь влияло на более тяжелое 
клиническое течение заболевания: чаще развивалась 
острая сердечная недостаточность (ОСН) Killip II–III 
и ХСН III–IV ФК класса по NYHA, данные представ-
лены в таблице 3. Средние значения в первой группе 
больных находились в диапазоне умеренно снижен-
ной ФВ ЛЖ, в то время как во второй группе глобаль-
ная сократимость была преимущественно сохранена, 
рисунок 2, р < 0,05. 

При оценке клинической картины больных 
на госпитальном этапе обращает внимание, что 

ОСН по классификации Killip II–III класса диа-
гностировалась чаще в первой выборке по сравне-
нию со второй (р < 0,05), таблица 3.

К концу госпитализации частота развития ХСН 
III–IV ФК по NYHA у пациентов I группы была 
статистически выше — 87,28 %, по сравнению 
со II группой — 68,63 % (р < 0,05).

Наджелудочковые и желудочковые нарушения 
сердечного ритма существенно чаще регистри-
ровались в I выборке по сравнению со II группой 
(р < 0,05).

Осложненное клиническое течение ИМ у паци-
ентов со стенозом/тромбозом в стенте отражалось 
и на госпитальной летальности, которая представ-
лена на рисунке 3.

Летальность в стационаре была в 3 раза выше 
у пациентов с тромбозом/стенозом стента (11,8 %) 
по сравнению с лицами, у которых летальный исход 
наступил на фоне обструкции КА вне его (3,9 %), 
р < 0,05. В литературе представлены данные, ука-
зывающие на высокую летальность среди пациен-
тов с повторными ИМ [17]. В нашем исследовании 
выявлено, что это преимущественно касается боль-
ных, у которых произошел тромбоз/стеноз в стен-
те. Следует отметить, что исследование госпиталь-
ной летальности с разделением пациентов на тех, 
кто перенес повторный ИМ в связи с нарушением 
проходимости ранее установленного стента или 
вне его, в доступной литературе мы не встречали. 

Рис. 3. Госпитальная летальность пациентов в исследуемых группах

Примечание:  р < 0,05.

Figure 3. Hospital mortality of patients in the study groups
Note:  p < 0.05.
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Ген APOE влияет на метаболизм липидов, отве-
чает за синтез аполипопротеина Е, который в ос-
новном синтезируется в печени и входит в состав 
хиломикронов и ЛПНП. АРОЕ инициирует захват 
и удаление ЛПНП посредством взаимодействия 
со специфическим рецептором на поверхности ге-
патоцитов, а также участвует в процессах имму-
норегуляции, нервной регенерации и активации 
липолитических ферментов. Однонуклеотидная 
замена полиморфизма Leu28Pro гена АРОЕ при-
водит к изменению структуры молекулы аполипо-

протеина Е, тем самым нарушая механизм липид-
ного обмена [18].

Распределение полиморфизма Leu28Pro гена 
APOE в группах представлено в таблице 4. Гено-
типы LeuPro и ProPro достоверно чаще встречают-
ся у пациентов со стенозом или тромбозом в ранее 
установленном стенте. Согласно данным лите-
ратуры [19], носительство полиморфной аллели 
LeuPro гена АРОЕ потенцирует развитие гиперли-
попротеинемии и увеличивает риск развития ише-
мической болезни сердца в 5,3 раза [18, 19]. Таким 

Таблица 4. Частота встречаемости аллелей гена APOE (Leu28Pro) в исследуемых группах

Table 4. Frequency of occurrence of APOE (Leu28Pro) gene alleles in the study groups

Группа
Генотип/Аллель

Группа I
n = 110

Группа II
n = 102

ОШ с 95 %
ДИ

LeuLeu
n, (%) 64 (58,18) 92 (90,2) 0,151

[0,071; 0,322]

LeuPro
n, (%) 30 (27,27) 7 (6,86) 5,089

[2,122; 12,206]

ProPro
n, (%) 16 (14,55) 3 (2,94) 5,617

[1,585; 19,902]

Примечание: n — количество пациентов в исследуемых группах; ОШ — отношение шансов; ДИ — довери-
тельный интервал.

Note: n is the number of patients in the study groups; OR is the odds ratio; DI is the confi dence interval.

Таблица 5. Распределение частоты аллелей и генотипов по полиморфизму rs4646994 гена ACE 
в исследованных группах

Table 5. Frequency distribution of alleles and genotypes according to the rs4646994 polymorphism 
of the ACE gene in the studied groups

Группа
Генотип/Аллель

Группа I
n = 110

Группа II
n = 102

ОШ с 95 %
ДИ

II
n, (%) 6 (5,46) 31 (30,39)

0,132
[0,052; 0,333]

ID
n, (%) 48 (43,64) 43 (42,16)

1,062
[0,616; 1,831]

DD
n, (%) 56 (50,91) 28 (27,45)

2,741
[1,545; 4,863]

Примечание: n — количество пациентов в исследуемых группах; ОШ — отношение шансов; ДИ — довери-
тельный интервал.

Note: n is the number of patients in the study groups; OR is the odds ratio; DI is the confi dence interval.l
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образом, можно утверждать, что нарушение меха-
низмов липидного обмена может способствовать 
нарушению проходимости стента у пациентов 
I группы.

Ренин-ангиотензин-альдостероновая система 
играет важную роль в регуляции артериального 
давления. Входящий в нее ангиотензинпревра-
щающий фермент кодируется геном ACE (MIM 
106180). Сообщалось, что уровень данного фер-
мента в сыворотке крови определяется поли-
морфизмом I/D гена ACE в следующем порядке: 
DD>ID>II. По данным ряда исследований, гено-
типы DD и ID связаны с увеличением активности 
ангиотензинпревращающего фермента в плазме 
на 50 % и 20 % соответственно [21].

В нашем исследовании особенности встречае-
мости аллелей этого гена у пациентов с наруше-
нием проходимости ранее установленного стента 
или нарушением проходимости вне его распреде-
лились следующим образом, таблица 5.

Из таблицы 5 видно, что генотип DD статистиче-
ски значимо (ОШ с 95 % ДИ 2,741 [1,545; 4,863]) чаще 
встречался у пациентов с нарушением проходимости 
ранее установленного стента, и, следовательно, у них 
была выше активность ангиотензинпревращающего 
фермента. Анализ анамнестических данных исследу-
емых групп не выявил различий в частоте развития 
гипертонической болезни (I — 95,5 %, II — 97,1 %), 
однако, пациенты первой группы имели больший 
стаж течения заболевания, и более часто встреча-
лись лица с резистентной АГ.

Еще одним важным звеном патогенеза остро-
го коронарного синдрома, помимо активации 
ренин-ангиотензин-альдостероновой системы, 
воспаления и дислипидемии, является развитие ок-
сидативного стресса и снижение продукции оксида 
азота. Однако концентрация оксида азота во многом 
обусловлена генетическими особенностями. Ген 
NOS3 отвечает за синтез фермента эндотелиальной 
NO-синтазы, которая в свою очередь катализирует 
процесс образования NO. Полиморфизм -786T>C 
(rs2070744) представляет собой однонуклеотидный 
полиморфизм, приводящий к замене тимина (Т) 
на цитозин (С) в позиции 786 в промоторной обла-
сти гена NOS3. Следствием данной замены является 
подавление транскрипции и значительное снижение 
экспрессии фермента, что в конечном счете ведет 
и к уменьшению продукции окиси азота. Согласно 
литературным данным, носители хотя бы одного ал-
леля NOS3*С (rs2070744) имеют меньшее количе-
ство оксида азота в крови по сравнению с носителя-
ми дикого аллеля NOS3*Т (rs2070744) [21].

В таблице 6 приведены данные генетического 
обследования наших пациентов.

Вариант генотипа ТТ чаще встречался у боль-
ных второй группы. В свою очередь, варианты ТС 
и СС статистически значимо преобладали у па-
циентов на фоне обструкции КА в стенте. Таким 
образом, можно сказать, что, вероятнее всего, сни-
женный уровень оксида азота влияет в большей 
степени на дальнейшее прогрессирование атеро-
склероза с нарушением, в первую очередь, про-

Таблица 6. Частота аллелей и генотипов по полиморфизму С786Т (rs2070744) в гене NOS3 
в исследованных группах

Table 6. Frequency of alleles and genotypes by polymorphism C786T (rs2070744) in the NOS3 
gene in the studied groups

Группа
Генотип/Аллель

Группа I
n = 110

Группа II
n = 102

ОШ с 95 %
ДИ

TT
n, (%)

20 (18,18) 60 (58,82)
0,156
[0,083; 0,291]

TC
n, (%)

54 (49,09) 28 (27,45)
2,548
[1,436; 4,522]

CC
n, (%)

36 (32,73) 14 (13,73)
3,058
[1,533; 6,099]

Примечание: n — количество пациентов в исследуемых группах; ОШ — отношение шансов; ДИ — довери-
тельный интервал.

Note: n is the number of patients in the study groups; OR is the odds ratio; DI is the confi dence interval.
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ходимости ранее установленного стента. По дан-
ным литературы, частота развития рецидива ИМ 
(тромбоза стента) на госпитальном этапе у носите-
лей генотипов TС и СС была выше [21].

Выводы:
1. Прогрессирование атеросклероза у паци-

ентов после ИМ, особенно на фоне коморбидной 
патологии: ХБП и сахарного диабета 2 типа, по-
вышало вероятность развития обструкции стента.

2. Более низкая фракция выброса левого 
желудочка, а также такие осложнения, как ОСН, 
ХСН, наджелудочковые и желудочковые наруше-
ния сердечного ритма, в госпитальном периоде 
чаще развивались у больных со стенозом/тромбо-
зом стента, что соответственно увеличивало го-
спитальную летальность в 3 раза.

3. Полиморфизм генов ACE, APOE, NOS3 
чаще встречался при тромбозе/стенозе стента, что 
позволяет рассматривать их в качестве генетиче-
ских маркеров вероятности развития повторного 
ИМ на фоне обструкции стента с более тяжелым 
госпитальным периодом.
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Резюме
Несмотря на успехи в хирургической технике, анестезиологии и интенсивной терапии, низкая масса 

тела при рождении остается фактором риска неблагоприятного исхода у детей после кардиохирургиче-
ского лечения. Целью исследования является сравнительная оценка периоперационных показателей, 
послеоперационных осложнений и исходов у детей с низкой и нормальной массой тела при рождении 
после кардиохирургических вмешательств. Материалы и методы. Проведено ретроспективное одно-
центровое исследование течения периоперационного периода у детей после вмешательств на открытом 
сердце и сосудах. В исследование были отобраны 103 пациента. Они были разделены на две группы: 
группа 1 — дети с массой тела на момент операции менее 2,5 кг и группа 2 — дети с массой тела от 2,5 
до 3,5 кг. Оценивались дооперационные клинико-демографические данные, интраоперационные показа-
тели, послеоперационные осложнения и исходы. Результаты. Сравнительный анализ периоперацион-
ных показателей, послеоперационных осложнений и летальности не показал статистически значимых 
различий между двумя группами. Регрессионный анализ не показал статистически значимого влияния 
НМТ на летальность. Выявлен значительный риск смертельного исхода при проведении повторного не-
запланированного хирургического вмешательства и продолжительности нахождения ребенка в ОРИТ. 
Заключение. НМТ при рождении у детей с ВПС не приводила к увеличению частоты послеоперацион-
ных осложнений и летальности. 

Ключевые слова: врожденные пороки сердца, детская кардиохирургия, недоношенность, низкая мас-
са тела.
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Список сокращений: ВПС — врожденный 
порок сердца, ИВЛ — искусственная вентиляция 
легких, ИК — искусственное кровообращение, 
ИМ — ишемия миокарда, НМТ — низкая масса 
тела, НЭК — некротический энтероколит, ОАП — 
открытый артериальный проток, ОРИТ — отделе-
ние реанимации и интенсивной терапии, ЭКМО — 
экстракорпоральная мембранная оксигенация.

Введение
По различным оценкам, частота ВПС достигает 

8–11 случаев на 1000 новорожденных [1–3]. Массу 
тела менее 2500 г при рождении определяют, как 

низкую массу тела (НМТ) [1, 4–6]. НМТ является 
фактором риска повышенной смертности у детей, 
перенесших хирургическую коррекцию ВПС [4, 5, 
7]. Несмотря на достигнутые в последние десяти-
летия успехи в области неонатальной кардиохи-
рургии, проблемы лечения новорожденных детей 
с низкой массой тела и ВПС остаются актуальны-
ми. В отечественной литературе найдены единич-
ные статьи по данной тематике [8]. 

Целью исследования является сравнительная 
оценка периоперационных показателей, послеопе-
рационных осложнений и исходов у детей с низ-
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Abstract
Despite advances in surgical technique, anesthesiology and intensive care, low birth weight remains to 

be a risk factor for adverse outcome in children after cardiac surgery. The aim of the study is to compare 
perioperative parameters, postoperative complications and outcomes in low and normal birth weight infants 
undergoing cardiac surgery. Materials and methods. A retrospective single-center study of the course of the 
perioperative period in children after operations on the open heart and vessels. 103 patients were selected for the 
study. The patients were divided into two groups: group 1 — infant with a body weight at the time of surgery less 
than 2.5 kg. and group 2 — infant with body weight from 2.5 to 3.5 kg. Preoperative clinical and demographic 
data, intraoperative parameters, postoperative complications and outcomes were assessed. Results. Comparative 
analysis of perioperative parameters, postoperative complications and mortality did not show statistically 
signifi cant differences between the two groups. Regressing analysis did not show a statistically signifi cant effect 
of LBW on mortality. A signifi cant risk of death was revealed during repeated unplanned surgical intervention 
and the duration of the child stay in the ICU. Conclusion. LBW at birth in children with CHD did not lead to an 
increase in the incidence of postoperative complications and mortality.
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кой и нормальной массой тела при рождении после 
кардиохирургических вмешательств.

Материалы и методы
Проведено ретроспективное одноцентровое ис-

следование течения периоперационного периода 
у детей после вмешательств на открытом сердце 
и сосудах, выполненных на базе ФГБУ «ФЦС-
СХ» Минздрава России (г. Пенза) в период с янва-
ря 2019 г. по август 2021 г. Критерием включения 
в исследование был возраст не старше 60 дней, 
масса тела не более 2,5 кг и потребность в пер-
вичном хирургическом вмешательстве; вторую 
группу составили дети с массой тела от 2,5 до 3,5 
кг. Критерием исключения было выполнение изо-
лированного эндоваскулярного вмешательства, 
а также закрытие открытого артериального про-
тока. По критериям исключения в исследование 
не попали 7 пациентов: пятерым выполнено закры-
тие ОАП, двоим — баллонная вальвулопластика. 
В исследование были отобраны 110 детей, которые 
соответствовали критериям включения. Они были 
разделены на две группы. В первую группу вошли 
30 пациентов (29,1 %) с массой тела менее 2,5 кг; 

во вторую — 73 пациента (70,9 %) с массой тела 
от 2,5 до 3,5 кг. 

Регистрировались возраст и масса тела на мо-
мент операции, пол, гестационный возраст, а так-
же наличие физиологии единого желудочка, по-
требность перед операцией в ИВЛ и вазапростане. 
Если рождение ребенка происходило на 36 неделе 
и ранее, то он считался недоношенным. По шкале 
RACHS-1 оценивался риск смерти при проведении 
коррекции ВПС. 

Анестезиологическое обеспечение оператив-
ных вмешательств, искусственного кровообраще-
ния (ИК) и защита миокарда проводились в со-
ответствии с внутренними протоколами ФГБУ 
«ФЦССХ» Минздрава России (г. Пенза). Оценива-
лось количество операций с искусственным кро-
вообращением (ИК) и без него, длительность ИК 
и ишемии миокарда (ИМ). Сложность хирургиче-
ской коррекции определяли по шкале Аристоте-
ля. Фиксировались пациенты, которые поступали 
в отделение реанимации и интенсивной терапии 
(ОРИТ) с разведенной грудиной, а также количе-
ство незапланированных повторных хирургиче-
ских вмешательств. Повторным вмешательством 

Таблица 1. Общая характеристика больных по группам 

Table 1. General characteristics of patients by group 

Показатель
1 группа (< 2,5 кг), n = 30 2 группа (> 2,5 кг), n = 73

р
n (%) M ± SD 95 %ДИ n (%) M ± SD 95 %ДB

Возраст (дни) 10,2 ± 5,2 13,9 ± 6,8 0,61

Масса тела (кг) 1,95 ± 0,35 3,2 ± 0,5 0,04

ГВ (недели) 35,2 ± 2,5 38,1 ± 1,7 0,32

Недоношенность 19 (63 %) [0,45–0,78] 7 (9,5 %) [0,04–0,18] 0,001

Пол, женский 15 (50 %) [0,33–0,66] 34 (46 %) [0,35–0,57] 0,14

ЕЖС 7 (23 %) [0,11–0,40] 16 (22 %) [0,13–0,32] 0,53

Генетика/НКП 9 (30 %) [0,16–0,47] 22 (30 %) [0,20–0,41] 0,51

RACHS-1 (1–3) 22 (73 %) [0,55–0,85] 48 (65 %) [0,54–0,75] 0,36

RACHS-1 (4–6) 8 (27 %) [0,14–0,44] 25 (35 %) [0,24–0,45] 0,45

ИВЛ до операции 5 (16 %) [0,07–0,33] 11 (15 %) [0,08–0,25] 0,12

ПГД 18 (60 %) [0,42–0,75] 39 (53 %) [0,42–0,64] 0,21

Примечание: ГВ — гестационный возраст; ЕЖС — единый желудочек сердца; НКД — врожденная некарди-
альная патология; ПГД — потребность в простагландинах (вазапростан) до операции; RACHS-1 — шкала катего-
рий хирургического риска (Risk adjustment for congenital heart surgery).
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считалась коррекция резидуальных дефектов. 
Имплантация кардиостимулятора, пликация диа-
фрагмы не считались повторными операциями.

В послеоперационном периоде оценивали дли-
тельность респираторной поддержки, продолжи-
тельность использования катехоламинов, время 
пребывания в ОРИТ и летальность. В качестве ос-
ложнений раннего послеоперационного периода 
регистрировали наличие синдрома малого сердеч-
ного выброса; высокой легочной гипертензии, тре-
бующей терапии легочными дилататорами; наруше-
ния ритма и проводимости сердца, необходимость 
в имплантации кардиостимулятора и проведении 
экстракорпоральной мембранной оксигенации 
(ЭКМО). Оценивались пациенты с внутрижелудоч-
ковыми кровоизлияниями; острым повреждением 
почек, требующим проведения перитонеального ди-
ализа; некротическим энтероколитом со 2 стадией 
и более по Беллу. Также отмечались лица с парезом 
диафрагмы, хилотораксом, венозным тромбозом. 
Наличие у пациента показаний для назначения ан-
тибактериальной терапии (пневмония, инфекция 
в области хирургического вмешательства, НЭК, 
сепсис, инфекция мочевых путей) расценивалось 
как инфекционные осложнения. 

Статистический анализ
Выполнена проверка всех количественных пе-

ременных на тип распределения с помощью кри-
терия Колмогорова-Смирнова. Результаты пред-
ставлены как средние величины и стандартное 
отклонение (М ± SD), численность группы (n), 
доля от группы (%). Критический уровень зна-
чимости принят за р = 0,05. Полученные данные 

с асимметричным распределением сравнивались 
с помощью межгруппового непараметрическо-
го критерия Манна-Уитни. При правильном рас-
пределении данных различия между группами 
оценивались при помощи метода Стьюдента. Ка-
чественные данные сравнивались с помощью ме-
жгруппового критерия «хи-квадрат Пирсона». 

Риски оценивались с использованием множе-
ственного логистического регрессионного анали-
за. Последний был использован с целью подбора 
множества независимых предикторов, включен-
ных в статистическую модель, оказывающих вли-
яние на зависимую переменную (летальность). 
Результаты представлены как отношение шансов 
(OШ), доверительный интервал (ДИ) 95 %, до-
стигнутый уровень значимости (p). Статисти-
ческая обработка полученных результатов осу-
ществлялась с помощью программы IBM® SPSS® 
Statistics Version 27 (21.0.0.0).

Результаты
При сравнительном анализе двух групп (табл. 1) 

средние значения массы тела в группе детей 2,5кг 
и менее составили 1,95 ± 0,35 кг; в группе де-
тей с массой тела 2,5 кг и более — 3,2 ± 0,5 кг 
(р = 0,04). Гестационный возраст в группе 1 — 
35,2 ± 2,5 недели; в группе 2 — 38,1 ± 1,7 недели 
(р = 0,31). В группе 2,5 кг и менее было значимо 
больше недоношенных детей — 19 (63 %), чем 
в группе контроля — 7(9,5 %) (р = 0,001). 

Сравнительный анализ больных двух групп 
не выявил статистически значимой разницы 
по следующим показателям: возраст на момент 
операции, пол, количество пациентов с единым 

Таблица 2. Периоперационные показатели

Table 2. Perioperative indicators

Показатель
1 группа (< 2,5 кг), n = 30 2 группа (> 2,5 кг), n = 73

р
n (%) M ± SD 95 %ДИ n (%) M ± SD 95 %ДИ

Aristotel 11,4 ± 3,8 11,5 ± 3,3 0,9

Операции с ИК 11 (37 %) [0,21–0,54] 46 (63 %) [0,51–0,73] 0,015

Время, ИК (мин.) 121,5 ± 
31,1

109 ± 
45,3 0,82

Время, ИМ (мин.) 60 ± 24,4 57 ± 20,1 0,9

Грудина не сведена 10 (33 %) [0,19–0,51] 18 (24 %) [0,16–0,35] 0,36

Реоперация 5 (16,6 %) [0,07–0,33] 8 (10 %) [0,05–0,20] 0,42

Примечание: ИК — искусственное кровообращение; ИМ — ишемия миокарда.
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желудочком сердца, потребности в ИВЛ и ваза-
простане до операции. По шкале RACHS-1 (4–6) 
количество операций с высокими степенями риска 
было больше в группе контроля — 25 (35 %), чем 
в группе 2,5 кг и менее — 8 (27 %), но без стати-
стической значимости (р = 0,45). 

Сравнительный анализ показателей периопераци-
онного периода (табл. 2) не выявил достоверно зна-
чимых отличий между группами по шкале Aristotel, 
времени ИК и ИМ. Количество пациентов с разведен-
ной грудиной (р = 0,36) и повторно оперированных 
(р = 0,42) было больше в первой группе, чем в группе 
контроля, но без достоверной значимости.

Сравнительный анализ исследуемых показате-
лей послеоперационного периода (табл. 3) показал 
отсутствие достоверной разницы между группами. 

Общая госпитальная летальность составила 
14 (13,5 %). Летальность в группе 2,5 кг и ме-
нее составила 17 %, в группе контроля — 12 %. 
В группе 2,5 кг и менее умерло 5 пациентов. 
Все дети имели физиологию единого желудоч-
ка, которым выполнялись этапные операции: 
3 — наложение системно-легочного анастомоза, 
2 — гибридная операция при синдроме гипопла-
зии левых отделов сердца (билатеральное сужи-
вание ветвей легочной артерии и стентирование 
ОАП). Четыре (80 %) пациента были оперирова-
ны повторно. Причиной смертельного исхода в 4 
случаях была прогрессирующая сердечно-сосу-
дистая недостаточность на фоне несбалансиро-
ванного кровотока, в 1 случае — НЭК, полиор-
ганная недостаточность. 

Таблица 3. Показатели послеоперационного периода

Table 3. Indicators of the postoperative period

Показатель
1 группа (< 2,5 кг), n = 30 2 группа (> 2,5 кг), n = 73

р
n (%) M ± m 95 %ДИ n (%) M ± m 95 %ДИ

Длительность ИВЛ (ч) 173,8 ± 
50,2 147,1 ± 61 0,7

ВЛГ 5 (16 %) [0,07–0,33] 14 (19 %) [0,11–0,29] 0,76

СНСВ 11 (37 %) [0,21–0,54] 27 (37 %) [0,26–0,48] 0,97

ИП (ч) 81,7 ± 21 99,3 ± 26,2 0,6

Аритмия 2 (6 %) [0,01–0,21] 4 (5 %) [0,02–0,13] 0,81

АВ-блокада 1 (3 %) [0,01–0,16] 4 (5 %) [0,02–0,13] 0,64

Имплантация ЭКС 1 (3 %) [0,01–0,16] 2 (2,7 %) [0,01–0,09] 0,87

ЭКМО 0 (0 %) [0,00–0,00] 4 (5 %) [0,02–0,13] 0,19

ВЖК 5 (16 %) [0,07–0,33] 9 (12 %) [0,06–0,21] 0,56

ОПП/ПД 3 (10 %) [0,03–0,25] 8 (11 %) [0,05–0,20] 0,88

НЭК > 2 ст. 1 (3 %) [0,01–0,16] 4 (5 %) [0,02–0,13] 0,64

Инф. осложнения 9 (30 %) [0,16–0,47] 25 (34 %) [0,24–0,45] 0,67

Парез диафрагмы 3 (10 %) [0,03–0,25] 7 (9 %) [0,04–0,18] 0,95

Хилоторакс 3 (10 %) [0,03–0,25] 9 (12 %) [0,06–0,21] 0,73

Венозный тромбоз 2 (6 %) [0,01–0,21] 10 (13 %) [0,07–0,23] 0,31

Время в ОРИТ (сут.) 10 ± 3,7 10,2 ± 2,9 0,9

Летальность 5 (17 %) [0,07–0,33] 9 (12 %) [0,06–0,22] 0,56

Примечание: ИВЛ — искусственная вентиляция легких; ВЛГ — высокая легочная гипертензия; СНСВ — 
синдром низкого сердечного выброса; ИП — длительность инотропной поддержки; ЭКС — электрокардиости-
мулятор; ЭКМО — экстракорпоральная мембранная оксигенация; ВЖК — внутрижелудочковое кровоизлияние; 
ОПП/ПД — острое почечное повреждение/перитонеальный диализ; НЭК — некротический энтероколит.
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В группе контроля умерло 9 пациентов. Шесть 
детей имели одножелудочковую циркуляцию: 
3 — наложение системно-легочного анастомоза, 
1— операция Норвуда, 2 — гибридная операция. 
Три пациента имели двухжелудочковую физио-
логию кровообращения. Выполнена радикальная 
коррекция общего артериального ствола, транспо-
зиции магистральных сосудов, пластика аорталь-
ного клапана при критическом стенозе аортально-
го клапана. Четырем (44 %) пациентам из группы 
контроля потребовалась повторная операция. При-
чиной смертельного исхода в 7 случаях была про-
грессирующая сердечно-сосудистая недостаточ-
ность, 1 — внутрижелудочковое кровоизлияние 
4 степени, 1 — НЭК, полиорганная недостаточность. 

В группе контроля 4 (5 %) пациентам потребо-
валось проведение вспомогательного кровообра-
щения(ЭКМО); в группе детей с низкой массой 
тела потребности в ЭКМО не было.

При проведении множественного логистиче-
ского регрессионного анализа не выявлено взаи-
мосвязи между низкой массой тела (ОШ 1,52; 95 % 
ДИ 0,267–8,75; р= 0,63), недоношенностью (ОШ 
1,62; 95 % ДИ 0,15–17,16; р = 0,68) и летальностью. 
Однако выявлен значительный риск смертельного 
исхода при проведении повторного незапланиро-
ванного хирургического вмешательства (ОШ 53,3; 
95 % ДИ 7,24–393,6; р = 0,001) и продолжительно-
сти нахождения ребенка в ОРИТ (ОШ 1,44; 95 % 
ДИ 1,08–1,92; р = 0,011).

Обсуждение 
НМТ при рождении имеют от 8 % до 23 % де-

тей с врожденными пороками сердца, что являет-
ся общепризнанным фактором риска смертности 
в неонатальной кардиохирургии [2, 4–6]. Крити-
ческий уровень массы тела ребенка менее 2,5 кг, 
как кандидата для кардиохирургической коррек-
ции, все больше вызывает сомнения. Приводится 
ряд работ, где результаты лечения детей после 
кардиохирургического вмешательства с массой 
тела более 2 кг и стандартной массой при рожде-
нии имеют сопоставимые данные по летальности 
и количеству послеоперационных осложнений 
[5, 7, 11]. Это подтверждается и данными наше-
го исследования. Периоперационные показатели, 
послеоперационные осложнения и летальность 
не имели статистически значимых различий 
между двумя группами. 

Согласно литературным данным, раннее вме-
шательство у детей с НМТ связано с лучшими 
результатами и выживаемостью, чем в группах 
с отсроченным вмешательством [9, 10]. Результа-
ты нашей работы показывают, что в группе детей 

с НМТ чаще выполнялись паллиативные процеду-
ры и было достоверно меньше вмешательств с ис-
пользованием искусственного кровообращения 
(р = 0,015). В работе М. Kim и соавторов также со-
общается, что все меньше новорожденных с НМТ 
оперируются с использованием искусственного 
кровообращения. Происходит постепенный пере-
ход к катетерным или гибридным вмешательствам 
у детей с НМТ, с целью избежать ненужного хи-
рургического риска [5]. 

В исследовании C. Lu и коллег показано вли-
яние НМТ, гестационного возраста и различных 
категорий хирургического риска на увеличение 
пребывания в ОРИТ [6]. В нашем исследовании 
не было достоверных различий между группа-
ми по срокам нахождения в ОРИТ. Проведенный 
регрессионный анализ показал, что увеличение 
пребывания в ОРИТ на 1 день увеличивал риск ле-
тального исхода на 44 % (р = 0,011).

Известно, что неудовлетворительные резуль-
таты лечения могут быть связаны с различными 
хирургическими и техническими аспектами. Так, 
в работе М. Mazwi и соавторов показано, что дети, 
которым потребовалось повторное незапланиро-
ванное кардиохирургическое вмешательство, име-
ли летальность в 8 раз выше, чем пациенты, кото-
рые в этом не нуждались [12]. В настоящей работе 
установлено, что повторных незапланированных 
вмешательств в группе детей массой 2,5 кг и менее 
было больше, чем в группе контроля, однако без 
достоверных статистических различий (р = 0,42). 
Регрессионный анализ показал значительный риск 
летального исхода, если ребенок нуждался в по-
вторной незапланированной операции (р = 0,001). 

По данным различных авторов, госпитальная 
летальность у детей с НМТ после кардиохирурги-
ческих вмешательств составляет от 11 % до 24 % 
[4–7]. Согласно результатам выполненного иссле-
дования, в группе детей с массой тела менее 2,5 кг 
летальность составила 17 %. НМТ является фак-
тором риска смертности после операции Норву-
да и различных паллиативных процедур у детей 
с единственным желудочком [13, 14]. В нашей ра-
боте из всех умерших в обеих группах 78 % соста-
вили пациенты с одножелудочковой циркуляцией. 

Все больше авторов склоняются к тактике 
ранней персонифицированной коррекции ВПС 
у детей с НМТ, демонстрируя обнадеживающие 
результаты [5, 7]. В выполненной нами работе 
представлены совпадающие с мировыми трендами 
результаты, однако ретроспективность исследова-
ния и небольшая выборка не позволяют делать од-
нозначные выводы. Вероятно, в последующих ис-
следованиях по данной тематике перспективным 
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будет изучение результатов кардиохирургическо-
го лечения детей с массой тела менее 2 кг.

Заключение
НМТ при рождении, а также недоношенность 

не оказали влияния на развитие послеопераци-
онных осложнений и исходы. Высококвалифици-
рованный междисциплинарный подход и совре-
менные стратегии лечения детей с НМТ и ВПС 
позволяют достигать результатов лечения, сопо-
ставимых с теми, которые демонстрируют дети, 
имеющие стандартную массу тела. 
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Резюме
Одной из проблем практического здравоохранения являются инфекционные осложнения и как наи-

более серьезная угроза для здоровья человечества по всему земному шару — устойчивость к антибиоти-
кам. Несмотря на современный арсенал методов диагностики и лечения, летальность при инфекционных 
осложнениях остается высокой. В связи с этим, в настоящее время ведется активный поиск достоверных 
биологических маркеров для своевременной диагностики инфекционных осложнений. Особый интерес 
представляют текущее состояние и последние достижения в диагностике с помощью прокальцитонина, 
как для дифференциации патогенеза инфекционного и неинфекционного процессов, так и для оптимиза-
ции применения антибиотиков.

В обзоре представлены современные данные о прокальцитонине как специфическом биомаркере бак-
териальной инфекции. Показаны различные возможные применения прокальцитонина в клинической 
практике.

Ключевые слова: биологический маркер (биомаркер), микробиологическая диагностика, прокальци-
тонин, сепсис.

Для цитирования: Алексеева Н.С., Алексеев В.В., Куцевалова О.Ю. Прокальцитонин как маркер пато-
логических состояний организма при инфекционных осложнениях (обзор литературы). Трансляционная 
медицина. 2024; 11(3): 248-252. DOI: 10.18705/2311-4495-2024-11-3-248-252. EDN: IZGNOY
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Abstract
One of the problems of practical healthcare is infectious complications and, as the most serious threat to 

human health around the globe, antibiotic resistance. Despite the modern arsenal of diagnostic and treatment 
methods, mortality from infectious complications remains high. In this regard, an active search is currently 
underway for reliable biological markers for the timely diagnosis of infectious complications. Of particular 
interest is the current status and recent advances in diagnostics using procalcitonin, both for differentiating the 
pathogenesis of infectious and non-infectious processes, as well as for optimizing the use of antibiotics.

The review presents current data on procalcitonin as a specifi c biomarker of bacterial infection. Various 
possible uses of procalcitonin in clinical practice are shown.
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Список сокращений: ПКТ — прокальцито-
нин, ПОИО — послеоперационные инфекционные 
осложнения, ССВР — синдром системной воспа-
лительной реакции, СРБ — С-реактивный белок.

Целью обзора является обобщение текущего 
состояния и последних достижений в диагности-
ческих методах дифференциации патологиче-
ских состояний при инфекционных осложнениях 
с помощью прокальцитонина (ПКТ) как специ-
фического биологического маркера бактериаль-
ной инфекции.

Одной из проблем практического здравоохра-
нения являются инфекционные осложнения и как 
наиболее серьезная угроза для здоровья челове-
чества по всему земному шару — устойчивость 
к антибиотикам. Высокий уровень резистентности 

к антибиотикам закономерно влияет как на эффек-
тивность антимикробной терапии, так и на тактику 
и стратегию их применения у взрослых и детей [1].

Несмотря на современный арсенал методов 
диагностики и лечения, летальность при инфек-
ционных осложнениях остается высокой. Совре-
менные требования к лабораторной диагностике 
осложненного течения заболеваний предполага-
ют применение дополнительных молекулярных 
и серологических методов для получения свое-
временного и точного результата. Одним из путей 
решения проблемы является применение биологи-
ческих маркеров [2].

Число идентифицируемых биомаркеров 
по-прежнему увеличивается, хотя и более медлен-
ными темпами, чем в прошлом. Большинство из 
них недостаточно изучены [2].
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Биомаркеры позволяют дать быструю харак-
теристику, по которой можно идентифицировать 
патофизиологический процесс, и являются мно-
гообещающими инструментами, помогающими 
врачам выявлять пациентов с риском тяжелого 
течения заболевания [3]. Также биомаркеры могут 
иметь важное диагностическое значение для отли-
чия неинфекционных состояний от инфекционно-
го процесса и прогностическое значение (назначе-
ние профилей риска и прогнозирование исхода). 
В будущем могут иметь тераностическое значение 
(помощь в выборе и мониторинге терапии). Бла-
годаря развитию системной биологии возможно 
появятся новые биомаркеры, которые станут клю-
чом к персонализированному таргетному лечению 
сепсиса [4]. 

На сегодняшний день одним из наиболее спец-
ифичных и чувствительных маркеров бактери-
альной инфекции является прокальцитониновый 
тест. Это один из основных маркеров синдрома 
системной воспалительной реакции (ССВР), вы-
званного бактериями. ПКТ является предшествен-
ником гормона кальцитонина, который отвечает 
за метаболизм кальция и фосфора и поддерживает 
их постоянный уровень в крови, вырабатывается 
в щитовидной железе. В норме его содержание 
в крови минимально.

ПКТ был открыт в 1984 году, и за 30 лет ис-
пользования его как маркера при ССВР накопил-
ся большой опыт как ложноположительных, так 
и ложноотрицательных результатов. Повышение 
концентрации ПКТ (как правило, более 10 нг/мл) 
происходит только при генерализации бактери-
альной инфекции и сепсисе и отражает ее сте-
пень, в то время как при вирусных и грибковых 
инфекциях уровень ПКТ не повышается [5]. Это 
может быть использовано для дифференциации 
патогенеза инфекционного процесса [6]. Практи-
ческую ценность имеет не только сам факт повы-
шения уровня ПКТ, но и степень его повышения, 
прогрессирующий рост или длительно (более 3–5 
суток) сохраняющийся высокий уровень. Оценка 
данных показателей в динамике в комплексе с из-
менениями других клинико-лабораторных пока-
зателей позволяет своевременно диагностировать 
и прогнозировать исход заболевания [7].

В современной клинической практике ПКТ 
превратился в новый многообещающий биомаркер 
для раннего выявления системных бактериальных 
инфекций [8].

ПКТ в 2021 году включен в международные 
рекомендации по ведению сепсиса и септическо-
го шока, следовательно, его можно использовать 
для точной диагностики бактериального сепсиса 

и дифференциации его от других состояний, что 
особенно важно [9].

Послеоперационные инфекционные осложне-
ния (ПОИО) вызывают серьезную озабоченность. 
Ранняя и точная диагностика инфекционных ос-
ложнений имеет решающее значение для своевре-
менного лечения и улучшения результатов. ПКТ 
является одним из лучших маркеров для прогно-
зирования инфекционных осложнений после опе-
раций на поджелудочной железе [10, 11]. Уровни 
ПКТ и С-реактивного белка (СРБ) считаются по-
лезными для раннего выявления инфекционных 
осложнений после лапароскопической резекции 
в лечении колоректального рака, а также являются 
хорошим инструментом для определения продол-
жительности антибиотикотерапии у пациентов 
с тяжелым острым панкреатитом. В то же время 
ПКТ может быть более полезным маркером, чем 
СРБ, для мониторинга послеоперационного тече-
ния и диагностики тяжелых бактериальных ин-
фекций у пациентов, перенесших операцию на же-
лудочно-кишечном тракте [12, 13].

ПКТ, как наиболее специфичный предиктор, 
в сочетании с эндотоксином могут быть потенци-
альными индикаторами, в том числе ранней диагно-
стики и оценки прогноза у взрослых и детей с тя-
желой пневмонией, осложненной сепсисом [14, 15].

Многообещающие результаты получены при из-
учении уровня ПКТ в плевральной жидкости для 
предсказания инфекционных осложнений в груд-
ной клетке у пациентов, перенесших лобэктомию. 
По сравнению с концентрациями ПКТ в сыворотке, 
концентрации в плевральной жидкости были более 
чувствительными и позволяли прогнозировать ин-
фекционные осложнения органов грудной клетки 
раньше у пациентов, перенесших лобэктомию [16].

ПКТ является хорошо известным прогности-
ческим маркером после плановой кардиохирурги-
ческой операции. Однако влияние повышенного 
уровня ПКТ на пациентов с изначально безреци-
дивным послеоперационным течением до сих пор 
остается неясным [17].

ПКТ на ранней стадии предоставляет клиници-
стам жизненно важную информацию и позволяет 
им улучшить лечение бактериальных/грибковых 
инфекций у пациентов с ослабленным иммуните-
том, перенесших трансплантацию.

ПКТ — это высокоспецифичный анализ, ко-
торый демонстрирует значительную диагности-
ческую ценность при дифференциации бактери-
альных осложнений с эпизодами отторжения, что 
улучшает результаты выживаемости и качества 
жизни в послеоперационном периоде пациентов 
с трансплантатами сердца, легких и печени [18].
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Ранняя диагностика материнского и неонаталь-
ного сепсиса, как наиболее опасного патологиче-
ского процесса, до сих пор считается сложной за-
дачей как для клиницистов, так и для лабораторий 
из-за неспецифичности клинических проявлений 
и имеет важное значение [19]. Комбинация ПКТ 
и СРБ повышает точность диагностики неонаталь-
ного сепсиса по сравнению с другими изученны-
ми маркерами [13]. ПКТ может быть полезен при 
прекращении приема антибиотиков, но его не сле-
дует использовать отдельно в качестве диагности-
ческого маркера неонатального сепсиса [20].

Основным применением ПКТ при COVID-19 
является его способность, связанная с отрицатель-
ной прогностической ценностью > 90 %, исклю-
чать сопутствующую бактериальную инфекцию 
[21, 22]. В то же время повышенные концентрации 
ПКТ у пациентов с COVID-19 могут быть связа-
ны с дыхательной недостаточностью, требующей 
длительной инвазивной искусственной вентиля-
ции легких, и смертностью в стационаре. Эта ас-
социация может быть независимой от бактериаль-
ной коинфекции [23].

Особый интерес представляет возможность 
использования теста на ПКТ для оптимизации ле-
чения антибактериальными препаратами как для 
определения продолжительности, так и сокраще-
ния сроков их применения [24]. На основе ПКТ 
созданы алгоритмы введения антибиотиков для 
снижения антимикробной нагрузки. Период полу-
выведения ПКТ 24 часа позволяет своевременно 
проводить мониторинг и оценивать адекватность 
лечения антибактериальными препаратами. Со-
кращение продолжительности антибиотикоте-
рапии имеет решающее значение для сведения 
к минимуму развития устойчивости к противоми-
кробным препаратам, побочных эффектов и рас-
ходов на здравоохранение [25].

Таким образом, прокальцитонин хоть и не яв-
ляется идеальным маркером для диагностики 
сепсиса, но позволяет отдифференцировать вос-
палительные явления, такие как отторжение или 
вирусные инфекции, невирусные инфекции, вклю-
чая бактериальные, грибковые и протозойные ин-
фекции. При этом результат исследования на ПКТ, 
как и других клинико-лабораторных параметров, 
нужно интерпретировать в строгом соответствии 
с клиникой заболевания. Поскольку сепсис — 
это патофизиологический процесс, а не специ-
фический синдром, он слишком сложен, чтобы 
его можно было описать одним показателем. Тем 
не менее, ПКТ является одним из наиболее много-
обещающих параметров и полезным биомаркером 
для ранней диагностики тяжелой бактериальной 

инфекции у пациентов в критическом состоянии. 
Особенно в сочетании с тщательной оценкой па-
циентов, новыми клиническими алгоритмами и с 
другими показателями [26, 27].
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Резюме
В клинической практике активно применяется метод диффузионно-взвешенной МРТ, с помощью ко-

торой можно получить диффузионно-взвешенные изображения (ДВИ), представляющие собой методы 
визуализации броуновского движения молекул воды в биологических тканях. Согласно общеизвестным 
оценкам, организм человека примерно на 60–85 % состоит из воды, а в цитоплазме клетки, являющейся 
структурной и функциональной единицей живой биоткани, содержится 75–85 % воды, которая является 
растворителем для органических и неорганических веществ и участвует в метаболизме и терморегуля-
ции. Диффузионно-взвешенные изображения позволяют качественно и количественно оценить информа-
цию об особенностях движения протонов водорода в зоне интереса. Целью данного литературного обзо-
ра стояло более углубленное изучение не только спектра клинического применения последовательности 
ДВИ, но также ее физических основ для оптимизации протоколов сканирования путем корректирования 
настроек аппаратуры для получения более информативных результатов.

Ключевые слова: ДВИ, МРТ, физические аспекты.
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Abstract
The diffusion-weighted MRI method has been actively used in clinical practice to obtain diffusion-weighted 

images (DWI), which are methods of visualizing the Brownian motion of water molecules in biological tissues. 
According to well-known estimates, the human body consists of about 60–85 % water, and the cytoplasm of 
the cell, which is a structural and functional unit of living tissues, contains 75–85 % water, which is a solvent 
for organic and inorganic substances, and is involved in metabolism and thermoregulation. Diffusion-weighted 
imaging allows qualitative and quantitative assessment of information about hydrogen proton motion patterns 
in the zone of interest. The aim of this literature review was to further explore not only the spectrum of clinical 
applications of DWI sequence, but also its physical basis for the possibility of optimizing scanning protocols by 
adjusting instrument settings to obtain more informative results.

Key words: DWI, MRI, physics.
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Список сокращений: ДВИ — диффузион-
но-взвешенные изображения, ИКД — измеряемый 
коэффициент диффузии, КТ — компьютерная то-
мография, МРТ — магнитно-резонансная томо-
графия.

Введение
Методы визуализации на основе ядерно-физи-

ческих методов исследования, применяемые в со-
временной медицинской практике, дают широкие 
возможности для своевременной диагностики 
заболеваний, а новейшее программное обеспе-
чение для анализа биологических изображений 
(Biological Image Analysis, BIA) имеет множество 
применений в количественных измерениях, осо-
бенно нацеленных на понимание различных осо-

бенностей клеточной биологии, молекулярной 
биологии и нейробиологии.

Вместе с тем, ряд патологических изменений, 
как метаболических, так и функциональных, 
не всегда определяются при помощи рентгенов-
ской компьютерной (КТ) и магнитно-резонансной 
(МРТ) томографии, а также при использовании 
других современных методов визуализации: пози-
тронной эмиссионной томографии (ПЭТ), однофо-
тонной эмиссионной компьютерной томографии 
(ОФЭКТ), в том числе с помощью мультисканеров 
ОФЭКТ/КТ и ПЭТ/КТ [1].

В последние годы в клинической практике на-
чинает активно применяться метод диффузион-
но-взвешенной МРТ, с помощью которой можно 
получить диффузионно-взвешенные изображения 
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(ДВИ), представляющие собой методы визуализа-
ции броуновского движения молекул воды в био-
логических тканях [2, 3].

Диффузия — это перемещение молекул одного 
вещества в промежутках между молекулами друго-
го вещества. В идеальной однородной среде диф-
фузия носит случайный и изотропный характер, 
то есть с одинаковой вероятностью молекулы пере-
мещаются во всех направлениях. Данный феномен 
и получил название «броуновское движение».

Диффузия молекул воды в биологической тка-
ни, в отличие от свободной диффузии молекул 
воды в лабораторных условиях, всегда ограниче-
на клеточными мембранами и представляет собой 
комбинацию диффузии внутриклеточной жидко-
сти, а также диффузии внеклеточной жидкости, 
и, наконец, диффузии между внутри- и внеклеточ-
ным пространствами, а вклад пространства зави-
сит от вида ткани и патологии [4 ].

Согласно общеизвестным оценкам, организм 
человека примерно на 60–85 % состоит из воды, 
а в цитоплазме клетки, являющейся структурной 
и функциональной единицей живой биоткани, воды 
содержится 75–85 %. Вода является растворителем 
для органических и неорганических веществ и уча-
ствует в метаболизме и терморегуляции. Совокуп-
ность важнейших процессов в клетке, таких как 
обмен веществ, поддержание постоянного ионного 
состава, возбуждение, связана с процессами диффу-
зии и переносом веществ через клеточную мембрану.

В сложной среде человеческого организма вода 
распределена либо в клетках, либо в межклеточ-
ном пространстве. Во внеклеточном пространстве 
диффузию молекул воды можно считать отно-
сительно свободной, в то время как внутрикле-
точная диффузия этих же молекул относительно 
ограничена. Гистология органов человеческого 
организма достаточно хорошо изучена и имеет 
определенную клеточную архитектуру, что подра-
зумевает определенное соотношение внутрикле-
точных и внеклеточных физических пространств 
для диффузии молекул, и, как следствие, имеет ха-
рактерные диффузионные свойства.

Соотношения гистологического строения 
биоткани и скорости диффузии достаточно сложны, 
но определено, что плотность расположения клеток 
и уменьшение объема внеклеточного пространства 
ведут к уменьшению скорости диффузии.

Диффузионно-взвешенные изображения позво-
ляют качественно и количественно оценить ин-
формацию об особенностях движения протонов 
водорода в зоне интереса (ROI — англ. region of 
interest). Таким образом, применение методики 
ДВИ позволяет расширить традиционные взгляды 

на анатомический аспект сущности МРТ и оце-
нить функциональную составляющую области 
интереса того или иного органа или системы.

Историческая справка
Целью любых методов медицинской визуа-

лизации является получение изображений с мак-
симальным контрастным и пространственным 
разрешением. Изначально вся медицинская визу-
ализация основывалась на плотностных характе-
ристиках ткани, благодаря которым определялась 
их эхогенность в случаях ультразвуковой диагно-
стики или денсивность — в случаях КТ. В 1970-х 
годах, благодаря работам P. Lauterbur, P. Mansfi eld 
и R. Ernst, получена новая методика визуализа-
ции — МРТ [5]. МРТ обеспечила превосходное 
пространственное разрешение не только за счет 
протонной плотности тканей, но и за счет их релак-
сационных свойств. Именно релаксационные свой-
ства протонов водорода обеспечивают достаточное 
контрастное разрешение тканей человеческого ор-
ганизма. После определенных успехов в разработке 
первоначальных Т1-взвешенных и Т2-взвешенных 
изображений (ВИ), исследователи сконцентриро-
вались на создании других методов получения ин-
формации о состоянии тканей, путем использова-
ния иных свойств протонов водорода.

Диффузионно-взвешенная визуализация 
(DWI — англ. diffusion weighted imaging) изо-
бретена E. Stejskal и J. Tanner и модернизирована 
D. Le Bihan [6]. В 1984 году, еще до эпохи исполь-
зования контрастных препаратов при проведении 
МРТ, D. Le Bihan пытался дифференцировать опу-
холи и ангиомы печени. Он предположил, что ско-
рость диффузии молекул в солидных образовани-
ях будет ниже, чем в жидкостных, из-за большего 
скопления клеточного материала и ограничения 
диффузии молекул структурными компонента-
ми клеток. Опираясь на пилотные разработки 
E. Stejskal и J. Tanner 1960-х годов, он выдвинул ги-
потезу, что скорость диффузии протонов водорода 
может быть определена с помощью специфиче-
ских градиентных импульсных последовательно-
стей. Интеграция градиентных последовательно-
стей с анализом диффузии в систему кодирования 
протоколов МРТ являлась достаточно сложной 
задачей. Первые разработки продемонстрировали 
весьма неутешительный результат: скорость ска-
нирования на томографах 0,5Т была крайне низ-
кой, а множественные артефакты от дыхания при 
исследовании печени и вовсе вуалировали практи-
чески всю зону сканирования [ 6].

Только появление эхо-планарной визуализа-
ции (EPI — англ. echo-planar imaging) в начале 
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1990-х позволило воплотить идеи использования 
ДВИ-последовательности в жизнь [6, 7]. Примене-
ние градиентных импульсов позволяет маркиро-
вать каждую молекулу воды в системе и ее поло-
жение по отношению к используемому градиенту. 
Диффузионные последовательности, основанные 
на EPI, были достаточно быстрыми для своего вре-
мени и определяли относительную скорость диф-
фузии протонов водорода в исследуемых тканях. 
Ранние работы M. Moseley и S. Warach доказали, 
что ДВИ-последовательность является краеуголь-
ным камнем в ранней диагностике ишемического 
процесса в головном мозге [8, 9]. Существенную 
роль в получении ДВИ играет принцип диффу-
зионной контрастности, в основе которого лежит 
снижение МР-сигнала диффузии протонов водо-
рода вдоль градиента поля.

При использовании последовательности DWI 
градиенты определения изменений диффузии 
применяются ко всем из 180°-фокусных импуль-
сов. Параметр «значение b» определяет как изна-
чальную точку фокуса молекул, так и конечную, 
и выражается в с/мм2. Он пропорционален ква-
драту амплитуды и длительности применяемого 
градиента. Качественная оценка диффузии про-
изводится по моделированным картам измеряемо-
го коэффициента диффузии (ИКД), измеряемого 
в мм2/c. Ткани с признаками ограничения диффу-
зии имеют гиперинтенсивный сигнал на исходном 
изображении, полученном с применением гради-
ентов любой направленности, и гипоинтенсивный 
сигнал на карте ИКД. Сигнал от ДВИ зависит од-
новременно от скорости релаксации Т2 и от скоро-
сти диффузии в тканях.

М. Moseley отмечал, что контрастность бело-
го вещества головного мозга на ДВИ изменяет-
ся в зависимости от пространственного направ-
ления градиентов диффузионного кодирования 
[8]. P. Douek и соавторы предположили, что это 
связано с тем, что диффузия воды в волокнах бе-
лого вещества происходит быстрее вдоль направ-
ления аксонов и медленнее в перпендикулярном 
к ним направлении — это явление известно как 
анизотропия [10]. P. J. Basser с соавторами пред-
ложили использовать алгоритм трехмерной ре-
конструкции пучков нервных волокон, что дало 
рождение новой последовательности, известной 
как диффузионно-тензорные изображения (ДТИ) 
[11]. Первые клинические испытания последо-
вательности ДТИ были применимы лишь для 
центральной нервной системы, однако быстрый 
прогресс в области МРТ сделал возможным ее 
применение для оценки периферической нервной 
системы [12].

Физические основы и математическое 
описание последовательности ДВИ

Исходя из того, что в основе получения ДВИ ле-
жит Т2-взвешенная импульсная последовательность 
в режиме спинового эха с регистрацией эхо-сигнала, 
как правило, с помощью технологий EPI (Echo Planar 
Imaging), для формирования ДВИ в импульсную 
последовательность включаются дополнительные 
диффузионные градиентные импульсы, которые по-
даются вдоль определенных направлений (x, y, z или 
промежуточные). Регистрируемый сигнал зависит 
от степени подвижности молекул воды в исследуе-
мых объектах и параметров градиентных импульсов. 
Максимальная интенсивность сигнала на ДВИ будет 
наблюдаться для молекул с низкой подвижностью, 
то есть низким коэффициентом диффузии [13].

Вместе с тем, несмотря на достаточное количе-
ство публикаций и расширяющееся применение 
ДВИ МРТ, пока нет единого стандарта сканирова-
ния в режиме ДВИ. У разных производителей обо-
рудования измеряемый коэффициент диффузии 
(ИКД — англ. Apparent Diffusion Coeffi cient) как 
количественная характеристика и интенсивность 
сигнала на ДВИ (качественная характеристика) 
могут существенно различаться [14, 15].

В ряде работ представлены математические 
модели, описывающие зависимость ИКД от вели-
чины отношения сигнал/шум и других техниче-
ских характеристик МР-томографа, показано, что 
используемый для диагностики показатель ИКД 
имеет разные значения в зависимости от параме-
тров сканирования [ 16].

Одним из вариантов математического описания 
физических принципов, лежащих в основе ДВИ, 
может быть использование следующих уравнений. 
Первыми уравнениями являются законы Фика, ко-
торые описывают диффузию и могут применяться 
для нахождения коэффициента диффузии D.

Первый закон Фика отображен в формуле 1:

      (1)

где x — линейное перемещение, t — время, N — 
количество частиц, проходящих мимо координаты 
x в момент времени t, D — коэффициент диффузии 
(экспериментальная константа, зависящая от среды, 
свойств вещества в среде, давления и температуры), 
c (x, t) — концентрация частиц в положении x на мо-
мент времени t в локальном объеме. Эта формула 
элементарно демонстрирует, что поток диффузии 
пропорционален градиенту концентрации.

Из этого уравнения следует второй закон Фика, 
который отображен в формуле 2:
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     (2)

Это уравнение демонстрирует, как изменяется 
локальная концентрация диффундирующих ча-
стиц с течением времени.

Существуют различные методы оценки коэф-
фициента диффузии D, но особый интерес пред-
ставляет формула Стокса-Эйнштейна, приме-
нимая для потоков с малыми значениями числа 
Рейнольдса, которые характерны для биологиче-
ских систем. Уравнение Стокса-Эйнштейна ото-
бражено в формуле 3:

     (3)

где D — коэффициент диффузии,  — посто-
янная Больцмана (определяющая связь между тем-
пературой и энергией), Т — абсолютная темпера-
тура,  — подвижность частиц, r — радиус частиц.

Формула Эйнштейна-Смолуховского (незави-
симо открытая А. Эйнштейном в 1905 г. и М. Смо-
луховским в 1906 г. в ходе работ по изучению бро-
уновского движения) может быть использована, 
чтобы вывести зависимость между средним ква-
дратичным смещением диффундирующих частиц 
и коэффициентом диффузии, однако использова-
ние коэффициента диффузии, полученного путем 
подстановки среднего квадратичного смещения 
в законы Фика, для моделирования ДВИ не под-
ходит [17].

В 1991 году P. Callaghan смоделировал МР-сиг-
нал от молекул, ограниченных в 1-, 2- и 3-мерных 
твердых сферах с помощью функции распростра-
нения (пропагатора), полученной из формулы диф-
фузии. Пропагатор представляет собой решение 
уравнения диффузии с заданными граничными ус-
ловиями в случае, когда неоднородным членом яв-
ляется дельта-функция Дирака (обобщенная функ-
ция, позволяющая записать точечное воздействие, 
а также пространственную плотность физических 
величин). Она является функцией времени диф-
фузии и пространственного положения в моменты 
времени t = 0 и t и представлена в формуле 4:

    (4)

где  — условная вероятность, r и r’ — поло-
жения в моменты времени t = 0 и t соответственно.

Пропагатор — это условная вероятность, что 
молекула, существующая в точке r в момент t = 0, 
существует и в точке r’ в момент t. Другими слова-

ми, пропагатор демонстрирует, как изменяет свое 
пространственное расположение элементарная ча-
стица через время диффузии t.

Таким образом, P. Callaghan смоделировал 
МР-сигнал , используя импульсно-гради-
ентное спин-эхо (PGSE — англ. pulsed gradient 
spin-echo) с длительностью градиента 
и временем диффузии t, формулой 5:

   (5)

где q — q-вектор, равный  — 
гиромагнитное отношение, g — вектор диффу-
зионного градиента, d — длительность диф-
фузионного градиента, t — момент времени, 

 — распределение при t = 0,  — условная 
вероятность,  — остаточный фазовый 
сдвиг, экспонента — разность фаз, обусловлен-
ная диффузионным градиентом в момент времени 
t = 0 и t, задаваемым q-вектором.

Таким образом, этот интеграл демонстрирует 
ожидаемое значение намагниченности с разбро-
сом фаз, определенных условной вероятностью, 
которая представляет собой чистый МР-сигнал.

Ожидаемое значение среднего квадрата смеще-
ния может быть рассчитано с помощью формулы 6:

   (6)

Самый важный момент применения последо-
вательности ДВИ — это анализ и интерпретация 
результатов, которые уникально зависят от того, 
какие параметры заданы в настройках последо-
вательности. Степень взвешенности по скорости 
диффузии задается значением параметра протоко-
ла импульсной последовательности — b.

При постоянном значении коэффициента диф-
фузии МР-сигнал уменьшается, в то время как 
значение b увеличивается. С другой стороны, 
МР-сигнал, рассчитанный по методу P. Callaghan, 
при определенных условиях (после однократно-
го уменьшения) имеет тенденцию к увеличению 
при более высоких значениях b [18]. A. Bar-Shir 
получил аналогичные результаты в эксперимен-
тах с использованием тонких стеклянных трубок. 
Наблюдаемая тенденция обусловлена дисперсией 
фазы в ограниченном пространстве. Локальные 
минимумы МР-сигнала возникают тогда, когда 
произведение размера системы и q является ин-
тегралом, а дисперсия фазы имеет наибольшую 
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эффективность. В случаях, когда коэффициент 
диффузии является константой, предсказать эти 
значения невозможно. Ключевой момент в том, 
что диффузию можно наблюдать только с помо-
щью МР-измерений [19].

Во-первых, фактор диффузии b играет очень 
большую роль в изменениях контрастности тка-
ней и количественных показателей ИКД. Одна-
ко одно и то же значение коэффициента b вовсе 
не всегда демонстрирует одинаковую контраст-
ность и количественные показатели. Эта проблема 
связана с определением «собственно значения b» 
и не является следствием различий между произ-
водителями и сканерами разных поколений.

Величина фактора b зависит от длительности 
градиентов диффузии и времени задержки между 
ними, что отображено в формуле 7:

   (7)

где γ — гиромагнитное отношение, G — ампли-
туда диффузионного градиента, δ — длительность 
диффузионного градиента, ∆ — интервал между 
двумя диффузионными градиентами.

G определяется аппаратным обеспечением 
каждого магнитно-резонансного томографа. Поэ-
тому для достижения одного и того же значения b 
может быть использовано разное время диффузии.

Во-вторых, количественные значения, полу-
ченные из диффузионно-взвешенного изображе-
ния, и их анализ определяются на основе значений 
измеряемого коэффициента диффузии.

В большинстве клинических статей время диф-
фузии практически не упоминается. Однако при ин-
терпретации ДВИ и их количественных показателей 
время диффузии играет значительно большую роль, 
чем b-значение. Один из новых методов диффузион-
ной МР-томографии используется для исследования 
структуры ткани путем изменения времени диффу-
зии t — интервала, в течение которого происходит 
спиновое смещение. Коэффициент диффузии зави-
сит от t за исключением случаев свободной диффу-
зии (характеризующихся отсутствием каких-либо 
барьеров и имеющих Гауссово распределение) [20 ]. 
С увеличением t увеличивается и коэффициент диф-
фузии D. При достаточно большом t, D становится 
практически константой, а распределение становит-
ся Гауссовым. При достаточно большом показателе 
t каждый компартмент можно рассматривать как аб-
солютно однородную среду с коэффициентом диф-
фузии D∞, при этом происходит усреднение всех 
микроструктурных особенностей, что делает иссле-
дование неинформативным [1 7].

Для системы, состоящей из множества ком-
партментов, зависимость от t является сигнату-
рой микроскопических характеристик (таких как 
размер и плотность расположения клеток), поэто-
му поддается количественной оценке с помощью 
МРТ [21].

На данном этапе стоит отметить, что эти фор-
мулы необходимы для теоретического понимания 
процесса диффузии в ключе использования МРТ, 
но не для применения в рутинной клинической 
практике. Особенности структуры различных 
тканей по умолчанию имеют ту или иную степень 
ограничения диффузии молекул, а «идеальные ус-
ловия», предполагаемые теорией, могут оказаться 
недостижимыми.

Следует также понимать, что последователь-
ность ДВИ отображает расстояние, пройденное 
молекулой воды в вокселе и среднее направление 
ее траектории. Она не демонстрирует точную тра-
екторию движения молекулы, а демонстрирует 
результат этого движения — положение этой мо-
лекулы на момент сканирования. Несмотря на то, 
что среднее значение рассчитывается всего лишь 
в одном вокселе, оно несет информацию о части-
цах, которые значительно меньше измеряемого 
вокселя — данное свойство позволяет оценить 
структуры ткани. Именно этот аспект является 
уникальным для последовательности ДВИ и пред-
ставляет собой существенное отличие от других 
МР-последовательностей.

Способы сокращения времени сканирования
Важным моментом при проведении МРТ яв-

ляется время, затраченное на исследование, а от-
носительно последовательности ДВИ — время 
получения информации. Перспективным шагом 
на пути к минимизации времени сканирования 
при ДВИ стала методика одновременного получе-
ния нескольких срезов [22]. Эта методика успешно 
применяется при исследованиях головного моз-
га, печени, а также сердечно-сосудистой систе-
мы и демонстрирует очень высокие результаты 
[23–25]. Однако пути сокращения времени скани-
рования стандартной ДВИ без потери клинически 
важной информации до сих пор находятся в ста-
дии разработки.

Области применения последовательности 
ДВИ в клинической практике

Ишемические процессы в головном мозге. При-
менение ДВИ для диагностики острых нарушений 
мозгового кровоснабжения обрело крайне широ-
кую популярность с момента своего появления, 
а на сегодняшний день является золотым стан-
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дартом в диагностике ишемии головного мозга. 
Использование ДВИ в сочетании с перфузионной 
МРТ, а также с МР-ангиографией играет огромную 
роль в диагностике, а как следствие — и лечении 
нарушений мозгового кровоснабжения. Стандарт-
ным для нейровизуализации является применение 
значения b-фактора, равного 1000 с/мм2. Интерпре-
тация характера движения молекул, лежащего в ос-
нове механизмов ограничения диффузии, изучена 
недостаточно. Взаимосвязь ограничения диффузии 
с тяжестью ишемии и клиническим исходом оста-
ется невыясненной [ 26].

Опухоли мозга. Определено, что значения из-
меряемого коэффициента диффузии (ИКД) сниже-
ны в опухолях, содержащих большое количество 
клеток, таких как лимфома центральной нервной 
системы, медуллобластома и глиома высокой сте-
пени злокачественности. Низкие значения ИКД 
характерны для крайне злокачественных опухо-
лей. Количественные показатели ИКД также по-
зволяют оценить ответ на проведенное лечение и/
или выявить прогрессирование опухолевого про-
цесса  [27].

Патологические состояния белого вещества 
головного мозга. Высокие показатели чувствитель-
ности ДВИ к структурным изменениям позволяют 
диагностировать патологический процесс гораз-
до раньше, чем при применении других последо-
вательностей. В белом веществе большого мозга 
любые изменения ориентации тканевых структур 
внутри вокселя приводят к изменению степени 
анизотропии. В литературных данных встречают-
ся доказательства, что последовательность ДВИ 
позволяет выявить рассеянный склероз, болезнь 
Альцгеймера, лейкоэнцефалопатии, Валлеровскую 
дегенерацию, церебральную аутосомно-доминант-
ную артериопатию с субкортикальными инфаркта-
ми и лейкоэнцефалопатией, а также ВИЧ-опосре-
дованные лейкоэнцефалопатии [28–31]. Изменение 
анизотропии может быть следствием очень мелких 
аномалий в организации проводящих путей белого 
вещества, которые невозможно дифференцировать 
при стандартной визуализации. Это свойство опре-
деляет последовательность ДВИ как единственную 
на сегодняшний день, способную диагностировать 
подобные изменения [26].

Оценка возрастных особенностей головного 
мозга. Головной мозг не является статичной систе-
мой: тракты белого вещества, созревающие в ран-
нем возрасте, подвергаются характерным измене-
ниям по мере развития и старения организма  [32]. 
Последовательность ДВИ имеет огромный потен-
циал для оценки степени зрелости вещества мозга 
в педиатрической практике. Степень анизотропии 

волокон белого вещества увеличивается в процес-
се миелинизации, и, следовательно, диффузион-
ные свойства молекул в белом веществе головного 
мозга изменяются в процессе роста и развития. 
В коре головного мозга взрослого человека метри-
ческие характеристики нейронов относительно 
изотропны, но все же обладают коротким времен-
ным интервалом анизотропии. Этот преходящий 
эффект анизотропии, вероятно, отражает процесс 
миграции и организации клеток кортикального 
слоя [26]. ДТИ также может быть использована 
для мониторинга процесса миелинизации на раз-
личных этапах развития головного мозга плода, 
новорожденного, у детей раннего возраст а [33]. 
Аналогичным образом ДТИ может также приме-
няться для определения нарушений процесса ми-
грации серого вещества у детей [34].

Онкологические процессы
Последовательность ДВИ проста в применении 

и занимает мало времени при проведении стан-
дартного МР-исследования. Для злокачествен-
ных новообразований характерны более низкие 
значения ИКД по сравнению с окружающими 
нормальными тканями, отеком и доброкачествен-
ными образованиями. Злокачественные опухоли 
различаются по клеточному составу и агрессив-
ности, что может быть количественно оценено 
по значениям И КД [35]. В настоящее время ши-
роко применяется ДВИ всего тела — диффузи-
онно-взвешенная визуализация с подавлением 
сигнала фона (DWIBS — англ. diffusion-weighted 
whole-body imaging with background body signal 
suppression). Принцип DWIBS заключается в том, 
что на контрастность изображения влияет только 
некогерентное движение молекул воды в вокселе, 
которое является следствием процесса диффузии, 
значит, когерентное движение молекул вследствие 
одномоментного перемещения вокселей исследуе-
мого объекта (дыхания, перистальтики) мало вли-
яет на контрастность ДВИ. DWIBS предполагает 
многократное усреднение сигнала для увеличения 
соотношения сигнал/шум. Качество изображений 
позволяет провести в дальнейшем объемный ана-
лиз данных (мультипланарное реформирование, 
реконструкция проекций максимальной интенсив-
ности и объемная реконструкц ия) [36]. На DWIBS 
сигналы от большинства здоровых тканей пода-
вляются, за исключением простаты, селезенки, 
яичников и семенников, спинного мозга и эндо-
метрия. Так же отчетливо определяются области 
с ограниченной диффузией, такие как лимфа-
тические узлы с высоким содержанием клеток. 
Небольшие опухоли в брюшной полости или за-
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брюшинном пространстве также могут быть диа-
гностированы с помощью этого ме тода [35].

Злокачественные новообразования головы 
и шеи. Отмечается значительная разница в показа-
телях ИКД в случаях карцином, лимфом, доброка-
чественных опухолей слюнных желез и доброка-
чественных кист. J. Wang и соавторы определили, 
что значения ИКД менее 1,22×10-3 мм2/с имеют 
86 % положительную прогностическую точность 
определения злокачественности с чувствитель-
ностью 84 % и специфичностью  91 % [37]. ДВИ 
позволяет проводить дифференциальную диагно-
стику доброкачественных и злокачественных опу-
холей, лимфомы и плоскоклеточного рака, а также 
доброкачественных и метастатических лимфаде-
нопатий. ДВИ также позволяет дифференцировать 
некротические процессы в опухолях от абсцессов. 
Н. Kato и коллеги определили, что низкие значения 
ИКД более характерны для гнойного лимфадени-
та (0,89 ± 0,21×10-3 мм2/с), чем для злокачественных 
новообразований (1,46 ± 0,46×10-3 мм2/с) [38].

Злокачественные новообразования грудной 
полости. ДВИ может использоваться для диффе-
ренциальной диагностики злокачественных, до-
брокачественных и воспалительных процессов 
в легких, а также для диагностики мелкоклеточно-
го и немелкоклеточного рака легкого. В метаанали-
зе, проведенном G. Shen c соавторами, сообщается, 
что злокачественные образования легких имеют 
значительно более низкие показатели ИКД, чем 
доброкачественные; кроме того, существует зна-
чительная разница между показателями ИКД для 
мелкоклеточного и немелкоклеточного рака легко-
го. Определено, что интенсивность ДВИ сигнала 
и его гетерогенность отражают агрессивность не-
мелкоклеточного рака легкого и обладают высокой 
специфичностью при его стадировании [39].

Рак молочной железы. Используя b-значения 
ниже 400 с/мм2, определили, что в злокачествен-
ных опухолях молочной железы значения ИКД 
значительно ниже (1,36 ± 0,36×10-3 мм2/с), чем в до-
брокачественных (2,01 ± 0,46×103 мм2/с). Количе-
ственные измерения ИКД используются в каче-
стве дополнения к динамическому контрастному 
усилению. Также определено, что использование 
ИКД вместе с динамическим контрастировани-
ем позволяет проводить дифференциальную ди-
агностику между протоковой карциномой in situ 
и инвазивным раком молочной железы. Установ-
лено, что ДВИ имеет высокую чувствительность 
для выявления рака молочной железы, особенно 
в плотных молочных ж елезах [40].

Онкологические заболевания гепатобилиар-
ной системы и поджелудочной железы. После-

довательность ДВИ позволяет диагностировать 
и локализовать очаговые образования печени 
и может быть использована в качестве альтернати-
вы контрастному усилению у пациентов с наруше-
нием функции почек. МРТ с контрастированием 
имеет чувствительность 73,5 %, а ДВИ — 66,3 %, 
что является достаточно приближенным резу льта-
том [24]. ДВИ также применяется при оценке диф-
фузных изменений печени, таких как липодистро-
фии и фиброз. Однако ее клиническая значимость 
по отношению к этим изменениям сомнительна, 
поскольку количественная оценка фиброза пе-
чени с помощью ИКД затруднена. Чувствитель-
ность и специфичность ДВИ в дифференцировке 
злокачественных и доброкачественных образо-
ваний поджелудочной железы составляют 0,83 % 
и 0,77 % соответственно [41].

Заболевания кишечника. ДВИ используется 
для диагностики колоректального рака, метаста-
зов, прогнозирования ответа после радиохимиоте-
рапии и лечения рака прямой кишки. Помимо при-
менения при злокачественных опухолях брюшной 
полости, ДВИ всего тела позволяет диагности-
ровать воспалительные заболевания кишечника. 
ДВИ в сочетании с МР-энтерографией имеет бо-
лее высокую чувствительность (92 %), чем МР-эн-
терография без ДВИ (79 %) в определении актив-
ности и распространенности воспалительного 
 процесса [42].

Патология мочеполовой системы. С помо-
щью ДВИ можно легко дифференцировать до-
брокачественные кисты почек от солидных но-
вообразований. У пациентов с уротелиальной 
карциномой агрессивность процесса достаточно 
высоко коррелирует с показателями ИКД. ДВИ 
позволяет диагностировать карциномы в пере-
ходной зоне, опухоли шейки матки и эндометрия 
(с определением глубины инвазии), рак яични-
ков. ДВИ всего тела используется для выявления 
метастазов в кости, обладает высокой чувстви-
тельностью к выявлению перитонеальной диссе-
минации. Определено, что измерения ИКД могут 
использоваться для предоперационной дифферен-
циальной диагностики между лейомиомой матки 
и лейомиосаркомой, а также для прогнозирования 
ответа на лечение лейомиомы матки эмболизаци-
ей маточны х артерий [43].

Визуализация периферических нервов. Разви-
тие технологии ДТИ расширило ее применение 
на периферическую нервную систему и позволяет 
оценить целостность аксонов и миелиновой обо-
лочки. ДТИ количественно оценивает ирритацию 
спинномозговых нервов при фораминальном сте-
нозе. Однако из-за сложности использования ши-
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рокого применения в клинической практике по-
следовательность ДТИ не обрела [8].

Патология опорно-двигательной системы. 
ДВИ повышает диагностическую точность МРТ 
в дифференциальной диагностике патологических 
переломов, а также позволяет более точно оценить 
структурную целостность спинного мозга. Ко-
личественный анализ при ИКД выявляет микро-
скопические изменения в спинном мозге, которые 
не определяются на Т2-ВИ и Т1-ВИ. Использова-
ние ДВИ позволяет также проводить дифференци-
альную диагностику травм, рассеянного склероза, 
бокового амиотрофического склероза, миелита 
и опухолей спинного мозга [44].

Ограничения использования 
последовательности ДВИ

Алгоритмы, используемые при получении 
ДВИ, предполагают соблюдение нескольких усло-
вий, таких как идеальная однородность поля, бес-
конечно быстрое изменение градиента, идеальная 
форма радиочастотных импульсов и т. д. Однако 
при существующих технологиях градиентные ка-
тушки могут генерировать величину градиента 
и скорость его переключения в достаточно широ-
ком диапазоне. Такой разброс снижает точность 
ДВИ, приводит к ухудшению качества изображе-
ния и появлению артефактов. В ДВИ использу-
ется T2-SE последовательность, а интенсивность 
сигнала ткани зависит как от сигнала T2, так и от 
степени затухания сигнала после применения 
импульсов градиента. Поэтому в тканях с очень 
длинными временами релаксации Т2 интенсивный 
сигнал Т2 можно ошибочно принять за ограничен-
ную диффузию — явление, известное как эффект 
Т2-просвечивания. Артефакты восприимчивости 
возникают вследствие неоднородности магнитно-
го поля, обусловленной сторонними предметами 
вблизи поля сканирования. Артефакты движения 
являются основным источником снижения каче-
ства изображения при ДВИ. Такого рода артефак-
ты более выражены вдоль направления фазового 
кодирования, где создают дополнительные несу-
ществующие изображения, потому что сгенериро-
ванный сигнал не ограничивается исходным вок-
селем и распространяется по всему изображению, 
создавая потенциальную ошибку в ИКД [45].

Текущие проблемы, методы их решения 
и перспективы

Большинство проблем, возникающих при про-
ведении ДВИ, можно минимизировать путем оп-
тимизации протокола сканирования. В настоящее 
время этому уделяется большое внимание, вне-

дряются новые разработки для повышения эф-
фективности ДВИ. Последовательности без EPI 
(turbo-FLASH, HASTE, SSFP) или ДВИ с парал-
лельным возбуждением из двух источников явля-
ются новыми технологиями, позволяющими прео-
долеть недостатки систем 3Т. TRON (англ. tracking 
only navigator echo) — новая методика получения 
изображений ДВИ, позволяющая устранить арте-
факты, связанные с движением. Она непрерывно 
отслеживает срезы и корректирует их положение 
в реальном времени без использования каких-ли-
бо дополнительных устройств. Биполярная после-
довательность EPI — новый подход к минимиза-
ции артефактов, связанных с вихревыми токами 
(Фуко). Внутривоксельное некогерентное движе-
ние с биэкспоненциальной диффузией является 
методом использования перфузионной информа-
ции из диффузионных изображений. В обычных 
ДВИ предполагается, что вода в биологической 
среде подчиняется Гауссовым законам (нормаль-
ному распределению), что является чрезмерным 
упрощением системы. На самом деле молекулы 
воды в таких средах обладают негауссовыми свой-
ствами, которые можно количественно оценить 
с помощью диффузионного эксцесса (диффузи-
онно-куртозисные изображения — ДКИ). ДКИ 
позволяет оценить гетерогенность ткани и дает 
дополнительную информацию к той, которую 
получают при традиционной ДВИ. До недавнего 
времени для измерения активности мозга исполь-
зовались позитронно-эмиссионная томография 
(ПЭТ) и функциональная BOLD-МРТ. Доказано, 
что свойства диффузии воды модулируются ак-
тивностью мозга. Изменения на диффузионной 
функциональной МРТ определяются быстрее, чем 
изменения на функциональной BOLD-МРТ. Вне-
дрение диффузионно-функциональной МРТ от-
крыло новую парадигму. Она обладает огромным 
потенциалом для решения сложных загадок ней-
рофизиологии [46].

Выводы
Последовательность ДВИ является перспек-

тивным методом оценки функционального со-
стояния тканей, потенциал которого полностью 
не раскрыт. Рекомендованные настройки параме-
тров сканирования имеют достаточно широкую 
вариабельность. Протокол применения ДВИ при 
проведении МРТ плода и плаценты достаточно 
длительный и требует максимально возможного 
сокращения времени исследования, обеспечива-
ющего получение полезной диагностической ин-
формации, возможности его сокращения без поте-
ри полезной информации не разработаны.
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Резюме
Одними из наиболее перспективных типов биосенсорных систем для детектирования белковых мар-

керов заболеваний являются импедиметрические биосенсоры. Важной задачей при разработке таких сен-
соров является иммобилизация биораспознающих элементов на поверхности электродов. Молекулы, ко-
торые содержат активные функциональные группы и обеспечивают связывание поверхности электродов 
с функциональными группами биораспознавателей, называют сшивающими агентами, или кросслинке-
рами. В данном обзоре рассмотрены различные типы кросслинкеров, применяемые для иммобилизации 
биораспознающих элементов на поверхности электродов из различных материалов, а также описаны 
технологические особенности их использования для создания биосенсорных структур для обнаружения 
маркерных белков. Данный обзор будет полезен специалистам в медицинской химии, биохимии и нано-
технологии.

Ключевые слова: белковые маркеры, биосенсоры, иммобилизация, импедиметрия, кросслинкеры, 
нанотехнологии.
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Abstract
One of the most promising types of biosensor systems for detection of protein markers of diseases are 

impedimetric biosensors. An important issue in the development of such sensors is the immobilization of 
biorecognition elements on the electrode surface. Molecules that contain active functional groups and provide 
binding of the electrode surface to the functional groups of biorecognition elements are called crosslinkers. This 
review discusses different types of crosslinkers used for immobilization of biorecognition elements on various 
electrode materials and describes the technological features of their use to create biosensor structures for the 
detection of marker proteins. This review will be useful to experts in medicinal chemistry, biochemistry and 
nanotechnology.

Key words: biosensors, crosslinkers, immobilization, impedimetric detection, nanotechnology, protein 
markers.
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Список сокращений: БСА — бычий сыво-
роточный альбумин, МИП — молекулярно-
импринтированные полимеры, ТЭА — триэтокси-
силановый альдегид 4-ATP — 4-аминотио фенол, 
APTES — (3-аминопропил) триэтоксисилан, 
EDC — N-этил-N‘-(3-диметиламинопропил)-кар-
бодиимид, FTO — легированный фтором ок-
сид олова, ITO — оксид индия-олова, NHS — 
N-гидроксисукцинимид, PBS — фосфатный бу-
фер, SAM — самоорганизующиеся монослои.

Белки — это важные биомолекулы, которые уча-
ствуют в различных жизненных процессах в орга-

низме, таких как катализ, транспорт, сигнализация, 
регуляция, защита и поддержание структуры. Бел-
ки являются молекулярными маркерами различных 
физиологических состояний. Поэтому детектирова-
ние и количественная оценка уровней белков имеют 
важное значение для диагностики и мониторинга 
многих заболеваний, в том числе инфекционных, 
онкологических, аутоиммунных и др. [1–3]. Специ-
алистами отмечается, что точная и своевременная 
диагностика таких заболеваний требует совершен-
ствования и развития существующих методик де-
тектирования (иммуноферментный анализ (ИФА), 
иммунофлуоресцентный анализ, хроматография, 
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электрофорез и т. д.) [4, 5], а также создания новых 
методов, способных осуществлять более быстрое, 
высокочувствительное, специфическое, простое 
и экономичное детектирование белковых марке-
ров. Еще одной важной задачей современной био-
медицины является разработка новых устройств, 
позволяющих осуществлять экспресс-диагностику 
заболеваний на месте исследования (Point-of-Care 
Testing). Подобные системы могут быть реализо-
ваны на основе биосенсорных устройств, исполь-
зующих специфичные биохимические реакции для 
обнаружения аналита [6, 7]. Точность данных, полу-
ченных с помощью биосенсоров, определяется со-
ставом анализируемых образцов, биохимическими 
свойствами используемого распознающего элемен-
та, конструкцией устройства, а также характеристи-
ками преобразователя сигналов.

Наиболее распространенными в биосенсорике 
являются оптические и электрохимические мето-
ды детектирования. При этом электрохимические 
биосенсоры обладают рядом преимуществ, таких 
как простота конструкции и миниатюризации, 
низкий уровень помех от окружающей среды, 
а также возможность имплантации в тело челове-
ка для осуществления непрерывного мониторин-
га [8]. Электрохимические биосенсоры принято 
разделять на три группы в зависимости от типа 
измеряемого параметра: потенциометрические, 
амперометрические и импедиметрические [9]. Им-
педиметрические биосенсоры фиксируют измене-
ние комплексного электрического сопротивления 
(импеданса) в электрохимической ячейке при свя-
зывании целевого белка с поверхностью элект-
рода, которая модифицирована специфическими 
биорецепторами. В отличие от потенциометриче-
ских и амперометрических биосенсоров, импеди-
метрическим биосенсорам не требуются метки для 
определения аналита, что делает их производство 
более простым, технологичным и экономичным.

На сегодняшний день импедиметрические био-
сенсоры являются одним из самых востребован-
ных направлений для детектирования белковых 
аналитов. Среди распространенных примеров 
белковых мишеней импедиметрической биосенсо-
рики можно выделить:

· Воспалительные биомаркеры: С-реактив-
ный белок [10] и интерлейкин-6 (IL-6) [11], ко-
торые часто ассоциируются с воспалительными 
и аутоиммунными заболеваниями.

· Биомаркеры сердечной недостаточно-
сти: Сердечные тропонины [12], креатинкиназа 
[13], миоглобин [14] или B-типа натрийуретиче-
ский пептид (BNP) [15], которые могут указывать 
на сердечную недостаточность.

· Онкомаркеры: Простатический специфи-
ческий антиген (ПСА) [16], CA-125 для диагно-
стики рака яичников [17], альфа-фетопротеин 
(AFP) — для рака печени [18] и белок теплового 
шока с молекулярной массой 70 кДа (БТШ70), ас-
социируемый с различными опухолями [19].

· Маркеры неврологических расстройств: 
Бета-амилоид [20] или тау-белок [21], которые мо-
гут быть связаны с болезнью Альцгеймера.

· Инфекционные маркеры: Антигены или 
антитела, специфичные для определенных патоге-
нов, например, коронавируса COVID-19 [22], виру-
са гепатита [23] или ВИЧ [24].

Эти биомаркеры могут быть обнаружены в раз-
личных биологических жидкостях, таких как 
кровь, моча или слюна, что делает импедиметри-
ческие биосенсоры мощным инструментом для 
ранней диагностики и мониторинга заболеваний. 
При этом предел детектирования с помощью та-
ких систем может достигать атто- и фемтомоляр-
ных концентраций в биологических образцах [25]. 
В обзоре [26] представлено многообразие приме-
ров применения импедиметрических биосенсоров 
для обнаружения белковых мишеней.

Для обнаружения белковых мишеней импеди-
метрические биосенсоры имеют ряд достоинств 
пред другими электрохимическими системами 
детектирования. Электроды импедиметрических 
биосенсоров могут быть модифицированы с помо-
щью различных наноструктурированных матери-
алов, которые увеличивают площадь электродов, 
улучшая перенос электронов и усиливая детекти-
руемый сигнал. В качестве биораспознающих эле-
ментов для обнаружения белковых биомаркеров 
заболеваний чаще всего используются антитела, 
пептиды, нуклеотиды и ферменты, которые обе-
спечивают стабильное и специфичное связывание 
целевого белка на поверхности электрода. Ана-
лиз частотной зависимости электрического им-
педанса позволяет исследовать различные аспек-
ты связывания целевого белка с рецепторами, 
включая кинетику, термодинамику, массоперенос 
и структурные особенности. Важным достоин-
ством импедиметрических биосенсоров является 
возможность проведения измерений на одной ча-
стоте и возможность создания мультисенсорных 
электродных матриц для обнаружения сразу не-
скольких биомаркеров на одном чипе. Кроме того, 
импедиметрические биосенсоры позволяют доста-
точно удобно применять новые методы обработ-
ки сигнала, информационные подходы на основе 
искусственного интеллекта и нейронных сетей 
для повышения разрешения, уменьшения шума, 
оптимизации параметров, классификации данных 
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и автоматизации анализа [27]. Структурная схема 
импедиметрического биосенсора для обнаруже-
ния белков представлена на рисунке 1.

Одним из важных факторов, влияющих 
на устойчивое функционирование импедиметри-
ческих биосенсоров, являются качество и ста-

бильность биораспознающего слоя, который фор-
мируется на поверхности электродов. Для этого 
необходимо использовать специальные химиче-
ские соединения, называемые кросслинкерами 
(или сшивающими агентами), которые способны 
связывать биораспознаватели с электродами или 

Рис. 1. Структурная схема импедиметрического биосенсора для обнаружения белковых маркеров 
заболеваний

Figure 1. Structure of impedimetric biosensor for detecting protein markers of diseases

Рис. 2. Активация карбоксильных групп на поверхности материала электрода для образования 
амидной связи с помощью EDC/NHS химии для связывания биораспознавателя-антитела

Figure 2. Activation of carboxyl groups on the electrode surface to form an amide bond using EDC/NHS 
chemistry for binding of antibody
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друг с другом, образуя сетчатую структуру [28]. 
Кросслинкеры содержат активные функциональ-
ные группы, которые надежно обеспечивают 
связывание поверхности электродов с функцио-
нальными группами биораспознавателей. Выбор 
подходящего кросслинкера может зависеть от типа 
биораспознавателя, типа электрода, условий им-
мобилизации и детектирования. Кросслинкеры 
могут влиять на такие параметры биосенсора, как 
плотность, толщина и однородность биораспозна-
ющего слоя, а также на специфичность, чувстви-
тельность, селективность и стабильность рабочих 
характеристик [29]. Поэтому исследование вли-
яния кросслинкеров на свойства и функции био-
распознающих элементов и биосенсоров в целом 
является достаточно актуальной задачей для со-
временной трансляционной медицины.

Функционализация поверхности 
NHS-эфиром

Одним из наиболее широко распространенных 
методов сшивания биораспознавателей с моди-
фицированными электродами является актива-
ция карбоксильных групп с помощью раствора 
N-этил-N’-(3-диметиламинопропил)-карбодиимид 
(EDC) гидрохлорида и N-гидроксисукцинимида 
(NHS) для образования аминореактивных проме-
жуточных продуктов [30], которые спонтанно ре-
агируют с первичными аминогруппами (EDC/NHS 
coupling chemistry), как показано на рисунке 2.

EDC гидрохлорид является сшивающим аген-
том нулевой длины для образования амидных 
связей [31, 32]. EDC активирует карбоксильные 
группы с образованием нестабильного промежу-
точного продукта (О-ацилизомочевины), который 
легко вытесняется реакцией нуклеофильного за-
мещения первичными аминогруппами. Для свя-
зывания с биораспознающими молекулами EDC 
используется вместе с NHS либо с его водора-
створимым аналогом (sulfo-NHS) [33], который 
приводит к образованию более стабильного ами-
нореакционного NHS-эфира, вследствие чего эф-
фективность EDC-опосредованных реакций свя-
зывания увеличивается. Активированный эфир 
карбоновой кислоты также реагирует с амино-
группой с образованием амидной связи. NHS-эфи-
ры обладают также относительной устойчивостью 
и могут храниться при низкой температуре в без-
водном состоянии.

Поскольку механизм сшивания EDC/NHS наи-
более широко используется для формирования 
чувствительных элементов импедиметрических 
сенсоров для детектирования белковых маркеров 
заболеваний, то примеры его реализации можно 

сгруппировать по типу используемого материала 
электродов.

Самоорганизующиеся монослои. 
Золотые электроды

Самоорганизующиеся монослои (self-assembled 
monolayers, SAM) содержат карбоксильные груп-
пы, которые активируют с помощью EDC/NHS 
для связывания с биораспознавателем [34]. Моле-
кулы, образующие SAM, также содержат тиоль-
ную группу и ковалентно связываются с золотым 
электродом через Au-S связи. Формирование SAM 
обеспечивается, как правило, инкубацией золотого 
электрода в растворе молекул, образующих SAM, 
в течение длительного времени (около 16–24 ч.) 
при комнатной температуре. После чего проводят 
EDC/NHS активацию карбоксильных групп. По-
верхность электродов, модифицированных SAM 
c переходным NHS-эфиром, становится пригодной 
к иммобилизации биораспознавателя.

Более подробно пример протокола формиро-
вания биосенсора с использованием EDC/NHS 
химии можно рассмотреть на основе работы [35], 
где для создания SAM использовалась 3-мер-
каптопропионовая кислота (3-MPA). Общая схема 
создания биосенсора для обнаружения Альфа-1-В 
гликопротеина (A1BG), являющегося биомарке-
ром эндометриоза III и IV стадии, представлена 
на рисунке 3.

Перед формированием SAM золотой электрод 
подвергали ультразвуковой очистке, промывали 
деионизованной водой, этанолом и сушили в ат-
мосфере азота. После очистки электроды погру-
жали в раствор 3-MPA (в этаноле) и инкубировали 
в течение 24 часов, чтобы обеспечить правиль-
ное образование SAM на поверхности рабочих 
электродов. Модифицированные SAM электроды 
промывали деионизованной водой, сушили в азо-
те и помещали в смесь 0,4 М EDC и 0,1 M NHS 
в водном растворе на 15 минут, чтобы обеспечить 
конверсию карбоксильной группы (–COOH) на пе-
реходный NHS-эфир. После следующей промыв-
ки деионизованной водой и сушки, поверхность 
функционализированного электрода покрывали 
50 мкл антитела anti-A1BG (8 мкг/мл) в растворе 
фосфатного буфера (PBS) и инкубировали в те-
чение 30 минут, чтобы обеспечить ковалентную 
связь между антителом и электродом. Модифици-
рованные электроды трижды промывали раство-
ром PBS для удаления остатков антител. Затем 
обрабатывали 3 % (по массе) раствором бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) для пассивации 
ковалентно-активных поверхностных групп. За-
тем электроды снова трижды промывали раство-
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ром PBS и инкубировали в 50 мкл растворенного 
в PBS антигена A1BG в течение 30 минут.

Этапы создания биосенсоров с использованием 
золотых электродов с SAM и EDC/NHS актива-
цией сходны. Следует подчеркнуть, что в данном 
случае особую важность представляет тщательная 
предварительная очистка Au-электродов, а также 
их промывка между этапами функционализации 
и иммобилизации. А для формирования SAM ис-
пользуются различные молекулы, как правило, 
содержащие меркаптогруппу (тиолы). Так, в ра-
боте [36] для формирования SAM использова-
лась 4-меркаптобензойная кислота, в работе [37] 
применяли 4-меркаптофенилуксусную кисло-
ту, в работах [38] и [39] SAM формировались из 
11-меркаптоундекановой кислоты с протяженной 
углеродной цепью. Также SAM из молекул с длин-
ной углеродной цепью формировали из (полиэти-
ленгликоль)3-пропионовой кислоты. В работе [40] 
SAM на золотых электродах формировали из мо-
лекул тиоктовой кислоты.

Проводящие оксиды металлов
Помимо золотых электродов достаточно широ-

ко используются прозрачные проводящие элект-
роды на основе оксидов металлов, такие как оксид 
индия-олова (ITO) и легированный фтором оксид 
олова (FTO). Молекулы SAM для последующей 
EDC/NHS обработки также содержат карбоксиль-
ные группы, однако связывание молекул SAM 
с поверхностью ITO (или FTO) обеспечивают, как 
правило, P-O или Si-O связи. Для этого электроды 
из проводящих оксидов металлов дополнитель-
но гидроксилируют, то есть функционализируют 
OH-группами погружением в раствор NH4OH, 
H2O2, H2O. Айдин Э. Б. и соавторы [41] для кова-
лентного связывания с гидроксильными группа-
ми на поверхности ITO и образованием P-O связи 
использовали 3-фосфонопропионовую кислоту 
(PHP). Аналогично, в работе [42] SAM на поверх-
ности гидроксилированного FTO образовывали 
с помощью 6-фосфоногексановой кислоты (PHA). 
Образование SAM производили также погруже-

Рис. 3. Схема создания биосенсора с SAM из 3-MPA c использованием EDC/NHS активации 
карбоксильных групп для регистрации антигена A1BG

Figure 3. Scheme of a biosensor with SAM from 3-MPA using EDC/NHS activation of carboxyl groups 
for detection of the A1BG antigen
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нием электродов в растворы. Иначе производи-
лось связывание SAM в работе [43], где в качестве 
молекул для формирования SAM использовался 
карбоксиэтилсилантриол, а связывание обеспечи-
валось через Si-O связи.

Таким образом, самоорганизующиеся монос-
лои (SAM) на золотых электродах, функционали-
зированные с использованием EDC/NHS химии, 
представляют собой мощный инструмент для 
создания высокочувствительных биосенсоров. 
Тщательная очистка и последующая модификация 
электродов обеспечивают оптимальное связыва-
ние биораспознавателей и позволяют точно реги-
стрировать специфические биомаркеры заболева-
ний. Использование различных тиольных молекул 
для формирования SAM расширяет возможности 
адаптации биосенсоров под конкретные диагно-
стические задачи.

Углеродные материалы
Из достаточно обширного набора углеродных 

материалов наиболее актуальными для исполь-
зования в импедиметрических биосенсорах явля-
ются углеродные наноматериалы и нанострукту-
ры. Они обеспечивают высокую шероховатость 
поверхности, повышая тем самым ее активную 
площадь для дальнейшей иммобилизации, что по-
зволяет повысить динамический диапазон детек-
тирования до клинически релевантных значений. 
Поэтому, как правило, графитовые или стекло-
углеродные электроды модифицируют различны-
ми углеродными наноматериалами.

Рорбах Ф. и коллеги из Университета Бонна 
(Германия) [44] отмечают, что многостенные угле-
родные нанотрубки содержат на своей поверхно-
сти некоторое количество карбоксильных групп. 
Тем не менее, в работе [45] экспериментально по-
казали, что электрохимическая обработка много-
стенных углеродных трубок путем приложения 
окислительного потенциала 1,4 В привела к значи-
тельному увеличению концентрации карбоксиль-
ных групп и более эффективному связыванию 
поверхности электродов с аминогруппами аптаме-
ров в результате использования EDC/NHS актива-
ции. Кроме того, отмечается, что аптамеры могут 
закрепляться на карбоксильных группах окис-
ленных нанотрубок путем химической реакции, 
а также самостоятельно собираться в углеродные 
нанотрубки за счет π-стекинговых взаимодей-
ствий между основаниями нуклеиновых кислот 
и стенками углеродных нанотрубок.

Джозгорбани М. и соавторы [46] показали, что 
частично восстановленный графен в их исследо-
вании содержит достаточное количество карбок-

сильных групп для эффективной иммобилизации. 
Тем не менее, в работе [47] нанокомпозит из вос-
становленного оксида графена с золотыми нано-
частицами дополнительно функционализировали 
3-меркаптопропионовой кислотой с образованием 
SAM. В работе [48] в качестве гибкого электрода 
использовали графеновую пену, которую функци-
онализировали пиренкарбоновой кислотой также 
через π-стекинг.

Демирбакан Б. и коллеги использовали [49] 
одноразовые электроды из графитовой бумаги, 
модифицированные фуллеренами C60. Чтобы обе-
спечить формирование карбоксильных групп, 
электрод инкубировали в растворе H2SO4, после 
чего проводили активацию в растворе EDC/NHS. 
В работе [50] в качестве материала электрода ис-
пользовались лабиринтоподобные углеродные 
«наностенки», легированные бором. Функциона-
лизацию карбоксильными группами проводили 
путем модификации поверхности электрода моле-
кулами бензойной кислоты.

Углеродные наноматериалы и наноструктуры, 
благодаря своей высокой шероховатости и актив-
ной площади, играют важную роль в улучше-
нии динамического диапазона импедиметриче-
ских биосенсоров. Электрохимическая обработка 
и функционализация этих материалов значитель-
но увеличивают эффективность иммобилизации 
биораспознавателей, что открывает новые пер-
спективы для клинической диагностики.

Полимерные материалы
Поверхность электродов модифицируют так-

же тонкими слоями полимеров, что в некоторой 
степени сходно с использованием самоорганизую-
щихся монослоев из молекул с длинными углерод-
ными цепочками. Для связывания с аминогруппой 
с помощью EDC/NHS-кросслинкера полимеры ну-
левой длины на своей поверхности также должны 
содержать карбоксильные группы.

В работе [51] кислотнозамещенный пирроль-
ный полимер (N-пирролилпропановая кислота, 
P(Pyr-Pac)), содержащий на концевых участках 
множество карбоксильных групп, получали с ис-
пользованием общих методов гидролиза из ме-
токсизамещенного пиррольного полимера P(Pyr-
Ome). Метильные группы боковой цепи полимера 
P(Pyr-Ome)  удаляли нагревом в растворе гидрокси-
да натрия при 100 °C. После чего проводили этапы 
фильтрации и очистки. В целом получение полиме-
ра P(Pyr-Pac) в работе обеспечивали также несколь-
кими предварительными этапами с получением: 
кислотнозамещенного пиррольного мономера (Pyr-
Pac) из 1-(2-цианоэтил) пиррола, метоксизамещен-
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ного пиррольного мономера (Pyr-Ome) из мономе-
ров (Pyr-Pac) и из (Pyr-Ome) полимера P(Pyr-Ome). 
Нанесение самоорганизующихся полимерных 
монослоев P(Pyr-Pac) на электрод (гидроксилиро-
ванный ITO) проводили с помощью погружения 
электродов в раствор с полимером. Однако, как 
правило, полипиррол чаще модифицируют пиррол-
карбоновыми кислотами, что несколько упрощает 
функционализацию. Так, профессор Грандарилья 
М. и соавторы из Университета Амазонас (Брази-
лия) [52] для модификации электрода наносили 
сополимер методом электроосаждения из раствора 
мономеров пиррола (0,05 моль/л) и пиррол-3-кар-
боновой кислоты (0,1 моль/л) посредством 5 CV 
(current-voltage) циклов в диапазоне от 0 до 1 В. 
В работе [53] сначала проводили электрополиме-
ризацию полипиррола (5 CV-циклов, от 0 до 0,7 
В), а затем модифицировали пиррол-α-карбоновой 
кислотой при постоянном смещении 2 В (15 мин.) 
для обеспечения C–C связей между полипирролом 
и карбоновой кислотой. Профессор Ким М. и кол-
леги [54] при создании биосенсора использовали 
поли(3,4-этилендиокситиофен) (PEDOT), однако 
для функционализации карбоксильными группами 
полимеризацию проводили с включением золотых 
наночастиц, стабилизированных цитратом натрия. 
Таким образом, в полученном композите полимер 
обеспечивал перенос заряда, а золотые частицы 
в цитратной оболочке обеспечивали карбоксиль-
ные группы для дальнейшей активации и связыва-
ния с антителами.

Таким образом, в ряде случаев использование 
полимеров с карбоксильными группами, таких 
как кислотнозамещенный пиррольный полимер, 
в значительной степени упрощает процесс функ-
ционализации электродов для биосенсоров. Ме-
тоды электроосаждения и электрополимеризации 
позволяют точно контролировать нанесение поли-
мерных слоев, обеспечивая необходимую функци-
ональность для связывания биораспознавателей.

Другие материалы
Очевидно, что для модификации электродов 

возможно использование также композитов раз-
личных материалов, например, для обеспечения 
необходимого значения сопротивления, концен-
трации функциональных групп, шероховатости 
поверхности и достаточной адгезии. Такими ма-
териалами могут быть композиты на основе по-
лимеров и углеродных материалов и наночастиц, 
а также композиты на основе различных нано-
материалов. Например, Ганавати и соавторы [55] 
модифицировали углеродный электрод много-
стенными углеродными нанотрубками, декори-

рованными графеновыми квантовыми точками 
и золотыми наночастицами. Карбоксильные груп-
пы данного нанокомпозита также активировали 
в EDC/NHS-растворе.

Известно применение и других типов мате-
риалов, карбоксильные группы которых также 
активировались с помощью EDC/NHS. Так, в ра-
боте [56] для создания биосенсора использова-
лись FeCo-металлоорганические каркасы (MOF) 
для модификации Ni-пены и последующей EDC/
NHS-активации. Гупта и коллеги [57] использо-
вали металлоорганические каркасы Cu3(BTC)2 
в составе композита с проводящим полимером по-
лианилином. В работе [58] при модификации элек-
тродов использовались фталоцианины кобальта 
(CoTAPc и CoTPPc), обеспечивающие устойчивое 
формирование карбоксильных групп. В работах 
[59] и [60] для модификации электродов исполь-
зовались коллоидные квантовые точки SnTeSe 
и CdTe, покрытые L-Цистеином и меркаптоянтар-
ной кислотой соответственно.

Следует отметить, что EDC/NHS, как и другие 
кросслинкеры, могут обеспечивать активацию 
функциональных групп самих биораспознающих 
элементов [61]. Также EDC/NHS-активацию ис-
пользуют в многоэтапных протоколах иммобили-
зации. Так, Тетрис М. из университета Клуж-На-
поки (Румыния) и коллеги [62] после EDC/
NHS-активации карбоксильных групп на функ-
ционализированном электроде проводили свя-
зывание п-аминотиофенола, к тиоловой группе 
которого иммобилизовали золотые наночастицы, 
к которым в свою очередь через Au-S связь присо-
единили тиолированный аптамер.

Композитные материалы, обогащенные функ-
циональными группами, открывают новые гори-
зонты в модификации электродов для биосенсо-
ров. Использование EDC/NHS для активации этих 
групп значительно усиливает возможности иммо-
билизации биораспознающих элементов, что спо-
собствует созданию более чувствительных и точ-
ных диагностических устройств.

Таким образом, метод EDC/NHS является 
ключевым в создании импедиметрических био-
сенсоров, позволяя эффективно связывать био-
распознаватели с электродами. Эта технология 
обеспечивает стабильность и долговечность 
амидных связей, что критически важно для точ-
ности и надежности биосенсоров. Применение 
EDC/NHS в различных материалах электродов 
расширяет возможности детектирования белко-
вых маркеров, что делает этот метод весьма пер-
спективным для клинической диагностики и мо-
ниторинга заболеваний.
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Кросслинкеры с концевой NHS-группой
Помимо использования EDC/NHS химии для 

связывания с биораспознающими элементами 
используются также кросслинкеры, которые 
в своем составе уже содержат NHS-эфир (или 
sulfo-NHS) на своих концах. Так, в работе [63] 
для связывания антитела и тонкого слоя оксида 
цинка использовался дитиобис (сукцинимидил 
пропионат) (DSP). В работе [64] профессор Ванг 
и соавторы в качестве кросслинкера использова-
ли 3,3’-дитиобис(сульфосукцинимидил пропио-
нат) DTSSP, содержащий сульфо-NHS, который 
обеспечивал иммобилизацию белка G. В работе 
[65] самоорганизующийся монослой на золотом 
электроде формировали с помощью Sulfo-LC-
SPDP (сульфосукцинимидил 6-(3’-(2-пиридилди-
тио) пропионамидо) гексаноат) для последующе-
го связывания антител. Шамсуддин С. и коллеги 
[66] представили многоэтапный процесс фор-
мирования биосенсоров на основе аффимеров 
(каркасных белков, получаемых методом фаго-
вого дисплея). Для связывания с аффимерами 
раствор октопамина (содержащий аминогруппы) 
смешивали с sulfo-SMCC (сульфосукцинимидил 
4-(N-малеимидометил) циклогексан-1-карбокси-
лат) и оставляли для проведения реакции. Аф-
фимеры, содержащие остаток цистеина в С-кон-
цевой области, восстанавливали, смешивали 
с октопамидом-SMCC и инкубировали. Затем 
осуществляли электрохимическое осаждение 
комплекса октопамид-SMCC-аффимер.

Функционализация электродов 
карбоксильными группами

Несмотря на то, что карбоксильные группы, как 
правило, активируют с помощью кросслинкеров, 
известны примеры их самостоятельного исполь-
зования для иммобилизации биораспознавателей 
с аминогруппами. Так, в работе [67] для иммоби-
лизации ДНК-аптамера поверхность электрода 
модифицировали дендримером поли(амидоамина) 
(ПАМАМ) второй генерации с 1,4-диаминобута-
новым ядром (G2-PS), который имеет 16 поверх-
ностных групп янтарной кислоты. Поверхностные 
карбоксильные группы связывались с аминогруп-
пами ДНК-аптамеров. Профессор Ванг С. и кол-
леги [68] использовали этот подход для создания 
8-канальной электрохимической матричной си-
стемы. В работе группы авторов из Университе-
та Измира (Турция) [69] углеродные нановолокна 
активировали электрохимически в ацетатном бу-
фере. Карбоксильные группы на поверхности на-
новолокон обеспечивали связывание с NH2-функ-
ционализированными аптамерами.

Функционализация электродов 
альдегидной группой

Для связывания с аминогруппами биораспоз-
нающих элементов также используются кросс-
линкеры, содержащие альдегидную группу.

Как было упомянуто выше, самоорганизующи-
еся монослои на оксидах могут быть образованы 
путем связывания через Si-O связи. Профессор 
Лоу И. и соавторы [70] представили подход к соз-
данию импедиметрического биосенсора с воз-
можностью интеграции с подложками кремния, 
а именно использовалась структура, состоящая 
из кремниевой подложки p-типа проводимости, 
диоксида кремния и нитрида кремния Si-p/SiO2/
Si3N4. Для функционализации поверхности Si3N4 
подложку гидроксилировали в растворе H2O2 
и H2SO4 с небольшим окислением приповерхност-
ной области. А функционализацию триэтоксиси-
лановым альдегидом (ТЭА) проводили в паровой 
фазе. Связывание антитела к человеческому сыво-
роточному альбумину (anti-HSA) с ТЭА обеспечи-
валось реакцией между аминогруппой антитела 
и альдегидной группой ТЭА.

Основным же кросслинкером, содержащим 
альдегидные группы, является глутаровый альде-
гид, содержащий концевые альдегидные группы 
с двух сторон, что позволяет обеспечить связыва-
ние с множеством материалов, содержащих конце-
вые аминогруппы. Так, в работе [71] поверхность 
тонкого слоя SiO2 функционализировали амино-
группами с помощью (3-аминопропил) триэток-
сисилана (APTES). А аминогруппы служили для 
связывания с глутаровым альдегидом в качестве 
кросслинкера (также в процессе инкубации) для 
связывания с антителами. В данной работе по-
верхность SiO2 перед функционализацией APTES 
не гидроксилировали, а подвергали плазменной 
обработке аргоном (75 %) и кислородом (25 %).

Бялобжешка В. и коллеги из Польши [72] мо-
дифицировали золотые электроды SAM из 4-ами-
нотиофенола (4-ATP) путем погружения в рас-
твор абсолютированного этанола (4 °С на 20 ч.), 
который связывается с золотым электродом че-
рез тиоловую группу с образованием связи Au-S. 
К аминогруппе 4-ATP присоединялся глутаровый 
альдегид, обеспечивающий иммобилизацию ан-
тител. Для этапа блокировки использовался BSA. 
Пример общей схемы иммобилизации через глу-
таровый альдегид представлен на рисунке 4.

В качестве модифицирующих материалов для 
связывания с глутаровым альдегидом также ис-
пользуют полимеры и композиты, содержащие 
аминогруппы. Закария Н. и соавторы из Техно-
логического университета Селангора (Малайзия) 
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[73] на поверхность Pt/Ir электроосаждали поли-
мер орто-фенилендиамина, аминогруппы кото-
рого функционализировали глутаральдегидом 
в качестве сшивающего агента. В работе [74] по-
верхность ITO электрода модифицировали прово-
дящим композитом из углеродной сажи C45 и по-
литиофенового полимера, содержащего концевые 
аминогруппы. Композит наносился методом цен-
трифугирования и затем инкубировался в раство-
ре глутарового альдегида для связывания альде-
гидных групп с аминогруппами полимера, а затем 
в растворе антител в течение часа для иммобили-
зации антител.

В работе [75] поверхность золотого электрода 
последовательно модифицировали SAM молеку-
лами 4-ATP, полигидроксильными фуллеренами 
(C120O30(OH)30) с предварительной EDC/NHS-акти-
вацией OH-групп и, наконец, полиамидоаминовы-
ми дендримерами пятой генерации PAMAM(G5), 
содержащими множество концевых аминогрупп 
на своей поверхности. Активацию аминогрупп 
обеспечивало также связывание с глутаровым 
альдегидом, в свою очередь взаимодействующим 

с антителами. Несвязанные группы глутарового 
альдегида блокировались глицином.

Таким образом, кросслинкеры с альдегидными 
группами, такие как глутаровый альдегид, обе-
спечивают надежное связывание аминогрупп био-
распознающих элементов, что является ключевым 
для создания эффективных импедиметрических 
биосенсоров. Их использование в сочетании с са-
моорганизующимися монослоями и различными 
модифицирующими материалами позволяет до-
стигать высокой точности и стабильности в детек-
тировании белковых биомаркеров.

Функционализация эпоксидной группой
Йылмаз Н. и коллеги из Текирдагского универ-

ситета (Турция) [76] для функционализации элек-
тродов эпоксидными группами (3-глицидоксипро-
пил) триметоксисилана (GPTMS) предварительно 
гидроксилировали их поверхность в растворе 
(H2O/H2O2/NH4OH). Для инкубации ITO электрода 
его оставляли на ночь в растворе GPTMS. После 
промывки электрода этанолом и деионизованной 
водой инкубировали в растворе PBS, содержащем 

Рис. 4. Пример общей схемы иммобилизации биораспознающего элемента 
с помощью глутарового альдегида

Figure 4. Example of immobilization of a biorecognition element using glutaraldehyde



 274 том 11 № 3 / 2024

Медицинская химия / Medicinal Chemistry

антитела. Пример общей схемы иммобилизации 
биораспознающего элемента с помощью эпоксид-
ной группы представлен на рисунке 5.

Аналогичным образом в работе [77] гидроксилиро-
ванную поверхность функционализировали эпоксид-
ными группами путем силанизации с помощью (3-гли-
цидоксипропил) диэтоксиметилсилана (GPDMMS) 
для связывания с аминогруппами антител.

В работе [78] функционализацию ITO-электро-
да эпоксидными группами проводили путем мо-
дификации поверхности электрода тонким слоем 
полипиррола, содержащего активные эпоксидные 
группы. Мономеры данного полимера были синте-
зированы путем этерификации пирролпропионо-
вой кислоты и глицидола. Тонкий слой полимера 
наносился методом электрополимеризации. После 
чего электрод инкубировали в растворе рецептора 
IL-6 для иммобилизации через реакцию амино-
группы рецептора и эпоксидной группы полиме-
ра с формированием амидной связи. Аналогично, 
Айдин М. и соавторы [79] для связывания рецеп-
тора IL-6 использовали полипиррол с концевыми 
эпоксидными группами. Однако для увеличения 
шероховатости, удельной площади поверхности 
электрода полипиррол с концевыми эпоксидными 
группами наносился в составе композита с ацети-
леновой сажей. Композит с концевыми эпоксид-
ными группами наносился на поверхность ITO-
электрода методом центрифугирования, после чего 
инкубировался для иммобилизации рецептора.

Функционализация электрода 
аминогруппой

Очевидно, что если биораспознаватели сами 
активированы функциональными группами для 
связывания с аминогруппами, то функционали-
зация электродов может быть ограничена только 
NH2-группами.

В работе [80] для связывания с антителами 
гидроксилированную поверхность стеклянной 
подложки функционализировали 3-аминопропил-
триэтоксисиланом в паровой фазе без использова-
ния дополнительных кросслинкеров. Филип Дж. 
и коллеги из Университета Дохи (Катар) [81] сши-
вали глутаровый альдегид с биораспознавателем, 
лектином конканавалином А (ConA). При этом 
функционализация электрода, модифицированно-
го восстановленным оксидом графена, с помощью 
аминогрупп проводилась с использованием моле-
кул тионина. Положительно заряженный тионин 
адсорбировался на поверхности восстановленного 
оксида графена преимущественно за счет электро-
статических взаимодействий. В работе [66] для 
модификации электродов иммуноглобулинами 
использовался аминофункционализированный 
непроводящий полимер полиоктопамин (POct), 
который наносился методом электрополимериза-
ции. Для связывания с аминогруппами POct оли-
госахарид антитела окисляли для преобразования 
углеводов на кристаллизующемся фрагменте им-
муноглобулина в альдегидные группы.

Рис. 5. Пример общей схемы иммобилизации биораспознающего элемента 
с помощью эпоксидной группы

Figure 5. Example of immobilization of a biorecognition element with an epoxy group
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Взаимодействие «авидин-биотин»
Для формирования импедиметрических био-

сенсоров также широко используется связывание 
белка стрептавидина или дегликозилированного 
авидина (нейтравидина) с биотином (витамином 
B7). Гомотетрамеры стрептавидина обладают вы-
соким сродством к биотину, обеспечивая сильное 
нековалентное взаимодействие порядка Kd ≈ 10–14 
моль/л.

Профессор Тангсунан и соавторы [82] исполь-
зовали взаимодействие «нейтравидин-биотин» 
для прикрепления биотинилированных аффиме-
ров к поверхности электродов. Для этого на пер-
вом этапе поверхность золотых электродов моди-
фицировали слоем политирамина, содержащим 
аминогруппы, после чего проводили инкубацию 
в растворе NHS-биотина для связывания с поли-
тирамином и инкубировали в растворе нейтрави-
дина. Перед иммобилизацией также проводили 
процедуру блокировки для снижения неспецифи-
ческого связывания. Иммобилизацию биотили-
нированных аффимеров проводили инкубацией 
в течение 1 часа. Схематичное представление фор-
мирования импедиметрического биосенсора, ос-
нованного на взаимодействии «нейтравидин-био-
тин», представлено на рисунке 6.

Аналогично, в работе [83] связывание биотина 
с электродом также обеспечивалось путем моди-

фикации поверхности золотого электрода полиме-
ром. В качестве него использовался сополимер из 
политирамина 3-(4-гидроксифенил)пропионовой 
кислоты. Использование 3-(4-гидроксифенил)про-
пионовой кислоты в составе сополимера привело 
к снижению емкости двойного электрического 
слоя сопротивления переноса заряда, что позволи-
ло получить ровную полукруглую форму графика 
Найквиста и более точно определить сопротивле-
ние переноса заряда. Политирамин в составе по-
лимера за счет аминогрупп также обеспечил свя-
зывание с NHS-биотином и затем нейтравидином 
для иммобилизации биотинилированного фраг-
мента прионного белка клеточной формы PrPC 
в качестве биораспознавателя.

В работе [84] иммобилизацию стрептавидина 
проводили путем адсорбции на модифицирован-
ном золотыми наночастицами углеродном электро-
де (на углеродных участках электрода). Стрептави-
дин обеспечивал связывание с биотинилированным 
укороченным аптамером Gli4-T для биораспозна-
вания глиадина (для количественного определения 
глютена в образцах). Перед иммобилизацией апта-
меров проводилась блокировка неспецифического 
связывания с помощью БСА и сорбитола. Профес-
сор Моро Дж. и коллеги из Университета Венеции 
(Италия) [85] в качестве сенсорной платформы 
использовали коммерческий углеродный электрод, 

Рис. 6. Формирование импедиметрического биосенсора на основе нейтравидин-биотинового 
взаимодействия

Figure 6. Formation of an impedimetric biosensor based on neutravidin-biotin interaction
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модифицированный стрептавидином (Strep-SPCE; 
DRP-110STR, Metrohm DropSens). Стрептави-
дин-биотиновое взаимодействие использовалось 
для иммобилизации бициклических пептидов, 
в качестве небольших синтетических биораспоз-
навателей активатора плазминогена урокиназного 
типа человека (h-uPA), биомаркера рака. Модифи-
цированный стрептавидином электрод иммобили-
зовали биотинилированными пептидами путем ка-
пельного нанесения.

Взаимодействие «авидин-биотин» дополни-
тельно расширяет возможности иммобилизации, 
предоставляя сильное и специфическое связыва-
ние, необходимое для высокоселективного обна-
ружения белковых мишеней.

Другие типы связывания
Как было показано выше, принципы иммобили-

зации биораспознающих элементов, как правило, 
основаны на использовании аминогрупп, тиоло-
вых, карбоксильных, альдегидных и эпоксидных 
групп или авидин-биотинового взаимодействия. 
Тем не менее, встречаются и другие типы иммоби-
лизации биораспознавателей, демонстрирующие 
успешное применение в биосенсорике.

Профессор Ли и коллеги [86] модифицировали 
электроды цирконий-порфириновым комплексом 
(Zr-TAPP) без дополнительных этапов активации 
для иммобилизации антител. Авторы отмечают, 
что сильное сродство к антителам (AntiNSE) обе-
спечивалось координационными центрами Zr(III), 
аминогруппами и π-π* связями комплекса. В ра-
боте [87] в качестве биораспознавателя антиге-
на использовался ДНК-биомиметический зажим 
(DNA-BC) (образованный парой аптамеров). Для 
иммобилизации DNA-BC поверхность электрода 
модифицировали металлоорганическим карка-
сом Au@UiO-66-NH2. Который имеет большую 
площадь поверхности и большое количество ак-
тивных центров Zr4+. Таким образом, закрепление 
обеспечивалось специфической координацией 
между Zr4+ и фосфатной группой (-PO4

3-) фосфати-
рованного DNA-BC с образованием связи Zr-O-P.

Группа авторов из Яньчэнского технологи-
ческого института [88] модифицировали элек-
трод гибридным материалом из золотых на-
ночастиц (AuNP) и максена из карбида титана 
(Ti3C2-MXenes). Такой материал позволил иммо-
билизовать на электроды аптамеры, специфич-
ные к сердечным миоглобину (Myo) и тропонину I 
(cTnI). Тиол-функционализированный ДНК-апта-
мер, специфичный к cTnI, связывался посредством 
стандартной самосборки Au-S. В то время как 
аптамер для м иоглобина адсорбировали посред-

ством металл-хелатного взаимодействия между 
фосфатными группами и титаном для обеспече-
ния специфического распознавания.

Физическая адсорбция
Иммобилизация биораспознавателей на оксид-

ных наноструктурах часто обеспечивается физи-
ческой адсорбцией. Так, физическая адсорбция 
использовалась для иммобилизации различных 
антител на поверхности нанокомпозита из наноча-
стиц ZnO/CuO [63, 89, 90]. В работе [91] для иммо-
билизации антител использовали матрицу нано-
трубок диоксида титана. При этом отмечается, что 
оксидные наноструктуры имеют положительный 
заряд в фосфатном буферном растворе, в то время 
как антитела заряжены отрицательно. Таким об-
разом, связывание обеспечивается путем прямой 
физической адсорбции, возникающей в результате 
слабого электростатического (или Ван-дер-Вааль-
сового) взаимодействия. Физическая адсорбция 
использовалась также для иммобилизации анти-
тел на поверхности «наноцветков» MoS2 (двумер-
ный полупроводниковый материал) [92]. Авторы 
предполагают, что именно морфология «нано-
цветков» способствовала успешной адсорбции ан-
тител. Кхан Р. и коллеги [93] при использовании 
многостенных углеродных нанотрубок для им-
мобилизации антител также не применяли акти-
вацию функциональных групп и кросслинкеров. 
Однако можно предположить, что в данной работе 
связывание обеспечивалось небольшим содержа-
нием поверхностных карбоксильных групп.

Молекулярно-импринтированные полимеры
Одним из перспективных материалов для им-

мобилизации биораспознающих элементов явля-
ются молекулярно-импринтированные полимеры 
(МИП). МИП — это синтетические полимеры, 
которые имеют специфические молекулярные 
отпечатки, соответствующие стерической струк-
туре и размеру молекулы аналита [94]. МИП, по-
лучаемые путем полимеризации функциональ-
ных мономеров в присутствии молекул-шаблонов, 
которые затем удаляются из полимерной сетки, 
оставляя в ней трехмерные отпечатки, способны 
к специфическому распознаванию и сорбции мо-
лекул-шаблонов или их аналогов. В качестве мо-
лекул-шаблонов могут использоваться белки или 
их фрагменты, имеющие структурное сходство 
с аналитом и обеспечивающие его конформное 
встраивание в распознающую матрицу [95]. Схе-
матическое представление создания импедиме-
трического биосенсора на основе МИП показано 
на рисунке 7.
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В импедиметрических биосенсорах для обна-
ружения белков МИП могут применять как в каче-
стве кросслинкеров, так и в качестве самостоятель-
ных биорецепторов. В первом случае МИП служат 
для фиксации биораспознающих элементов на по-
верхности электрода, обеспечивая их ориентацию 
и сохранение активности [96]. МИП увеличивают 
площадь контакта между биорецептором и ана-
литом, а также предотвращают нежелательную 
денатурацию или десорбцию биорецептора. Во 
втором случае МИП сами выступают в роли био-
распознающих элементов, распознающих и свя-
зывающихся с целевыми белками. Для создания 
такого распознающего элемента необходимо вы-
брать подходящий мономер, который может обра-
зовывать нековалентные связи с молекулой-шабло-
ном. Таким образом, МИП имитируют функционал 
биорецепторов без использования биологических 
компонентов. На их основе могут быть созданы 
биосенсорные матрицы для мультимодального де-
тектирования целевых биомолекул [97].

Таким образом, методы иммобилизации био-
распознающих элементов, такие как использо-
вание различных функциональных групп и ави-
дин-биотинового взаимодействия, обладают как 
преимуществами, так и недостатками. Приме-
нение аминогрупп, тиоловых, карбоксильных, 
альдегидных и эпоксидных групп позволяет соз-
давать стабильные и специфические связи, что 
увеличивает точность и чувствительность био-
сенсоров. Однако такие методы могут быть слож-
ными в реализации и требуют строгого контро-
ля условий реакции. В то же время физическая 
адсорбция и молекулярно-импринтированные 
полимеры предлагают более простые и быстрые 
способы иммобилизации, но могут страдать 
от низкой специфичности и стабильности свя-
зывания. Взаимодействие «авидин-биотин» яв-

ляется одним из самых сильных нековалент-
ных взаимодействий, что делает его идеальным 
для создания высокоселективных биосенсоров, 
но ограниченность выбора биотинилированных 
биораспознающих элементов может сужать об-
ласть применения этого метода.

Заключение
Разработка новых технологий формирования 

кросслинкеров для иммобилизации распознаю-
щих элементов на поверхности электродов в им-
педиметрических биосенсорах является одной из 
ключевых задач для улучшения функциональных 
характеристик биосенсоров, в частности, повыше-
ния их чувствительности и специфичности. Ис-
следования в данной области должны включать 
синтез новых соединений с улучшенными сшива-
ющими свойствами, а также разработку методов 
поверхностной модификации, способных улуч-
шить стабильность и функциональность интер-
фейса «электрод-биораспознаватель». На сегод-
няшний день для создания импедиметрических 
биосенсорных платформ все большее распро-
странение находит использование самоорганизу-
ющихся монослоев, полимерных и композитных 
покрытий, а также наноматериалов и нанострук-
тур. Оптимизация процессов иммобилизации 
биораспознающих элементов включает не только 
улучшение самих кросслинкеров, но и разработ-
ку новых высокоточных методов контроля ори-
ентации и плотности биораспознающих молекул 
на поверхности электродов.

Сопряжение биосенсоров с микрофлюидны-
ми системами открывает новые возможности для 
разработки портативных экспресс-аналитических 
устройств [98, 99]. В случае интеграции импеди-
метрического биосенсора в микрофлюидную си-
стему необходимо учитывать технологические 

Рис. 7. Пример общей схемы иммобилизации биораспознающего элемента с использованием 
молекулярно-импринтированных полимеров

Figure 7. Example of immobilization of a biorecognition element using molecularly imprinted polymers
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особенности ее формирования, в частности сопря-
жение с технологией иммобилизации распознаю-
щих элементов [100, 101]. Подобного рода интегра-
ция требует разработки совместимых материалов 
и процессов, способных выдерживать условия 
формирования микрофлюидных систем или фор-
мироваться непосредственно в микрофлюидных 
системах. Активация поверхности с помощью 
кросслинкеров зачастую представляет собой до-
статочно сложный процесс, поэтому слой микро-
флюидной системы должен быть стойким ко всем 
реагентам, используемым в ходе функционализа-
ции. Также слой микрофлюидной системы может 
быть смонтирован на подложку с уже иммобили-
зованными распознавателями, однако в этом слу-
чае не могут быть использованы высокотемпера-
турные процессы соединения слоев биосенсорных 
систем, такие как термокомпрессионное связыва-
ние, способные нарушить функциональность био-
распознающего элемента.

Для успешного внедрения в клиническую 
практику современные биосенсорные устрой-
ства должны быть способны детектировать белки 
в низких концентрациях в сложных биологиче-
ских образцах. Совершенствование каждого эта-
па формирования биосенсорных систем обеспе-
чивает улучшение стабильности устройств, их 
гетерогенную интеграцию с узлами сбора и об-
работки информации для создания умных диагно-
стических систем и разработку многоканальных 
матричных платформ для одновременного обна-
ружения нескольких биомаркеров в пробе малого 
объема. Развитие биосенсорных технологий имеет 
важное значение для трансляционной медицины, 
позволяет ускорить процесс диагностики, сделать 
его более доступным и точным, а также обеспе-
чить мониторинг состояния пациентов в реальном 
времени.
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Резюме
Актуальность. Несмотря на то, что Runx2 является общепризнанным маркером и регулятором остео-

генной дифференцировки, механизмы его регуляции, динамика активации в ходе остеогенной дифферен-
цировки и взаимосвязь с другими генами и генными путями, связанными с остеогенной дифференциров-
кой, остаются неясными. Цель — проанализировать динамику активации Runx2 и влияние стабильного 
уровня белка на дифференцировочные процессы. Материалы и методы. В работе были использова-
ны лентивирусные конструкции генетических изоформ RUNX2: RUNX2full (полноразмерный ген), 
RUNX2delta (укороченная последовательность), RUNX2stop (со стоп-кодоном), также была использо-
вана шпилечная конструкция на RUNX2 — shRUNX2 для подавления его активности. Для поддержа-
ния стабильного уровня белка в клетках использовали ингибитор протеасомной деградации MG132. Для 
анализа динамики активации Runx2 остеогенную дифференцировку индуцировали на разные временные 
сроки. Анализ результатов проводился методом вестерн-блоттинга, ПЦР в реальном времени, окраши-
ванием ализариновым красным. Результаты. Стабилизация белка Runx2 при 24 часах индукции остео-
генной дифференцировки способствует ее усилению. Также уровень транскриптов Runx2 не изменяется, 
но происходит активация генов-мишеней. Заключение. В процессе инициации остеогенной дифферен-
цировки гингивальных фибробластов in vitro Runx2 регулируется как на транскрипционном, так и на 
пост транскрипционном уровнях; накопление небольшого уровня транскриптов при индукции остеоген-
ной дифференцировки и стабилизация белка Runx2, по-видимому, являются критически важными. 

Ключевые слова: динамика активации Runx2, остеогенная дифференцировка клеток.
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Abstract
Background. Despite the fact that Runx2 is a generally recognized marker and regulator of osteogenic 

differentiation, the mechanisms of its regulation, the dynamics of activation during osteogenic differentiation and 
the relationship with other genes and gene pathways associated with osteogenic differentiation remain unclear. 
The aim is to analyze the dynamics of Runx2 activation and the effect of stable protein levels on differentiation 
processes. Materials and methods. Lentiviral constructs of RUNX2 genetic isoforms were used in the work: 
RUNX2full (full-size gene), RUNX2delta (shortened sequence), RUNX2stop (with stop codon), a hairpin design 
on RUNX2 — shRUNX2 was also used to suppress its activity. The proteasome degradation inhibitor MG132 
was used to maintain stable protein levels in cells. To analyze the dynamics of Runx2 activation, osteogenic 
differentiation was induced for different time periods. The results were analyzed by Western blotting, real-time 
PCR, and alizarin red staining. Results. Stabilization of the Runx2 protein at 24 hours of induction of osteogenic 
differentiation contributes to its strengthening. Also, the level of Runx2 transcripts does not change, but target 
genes are activated. Conclusion. During the initiation of osteogenic differentiation of gingival fi broblasts in 
vitro, Runx2 is regulated at both the transcriptional and post-transcriptional levels; accumulation of a small level 
of transcripts during induction of osteogenic differentiation and stabilization of the Runx2 protein seem to be 
critically important.
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Список сокращений: ВКМ — внутриклеточ-
ный матрикс, кДНК — кодирующая дезоксири-
бонуклеиновая кислота, HEK — клеточная линия 
на основе эмбриональных клеток почки человека, 
ПААГ — полиакриламидный гель, ПЦР — поли-
меразная цепная реакция, РНК — рибонуклеино-
вая кислота, ФБС — фетальная бычья сыворотка, 
ФСБ — фосфатно-солевой буфер, BMP — гены, 
кодирующие костно-морфогенетические белки, 
MMLV-RT — обратная транскриптаза вируса лей-

кемии мышей, SPP1 — ген, кодирующий выработ-
ку белка остеопонтина, TGFβ — трансформирую-
щий фактор роста β.

Введение
Runx2 — транскрипционный фактор и сигналь-

ная молекула, играющая важную роль в процессах 
остеогенной дифференцировки остеобластов [1].

Кроме того, Runx2 является важной сигнальной 
молекулой и взаимодействует с разными сигналь-
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ными путями: Wnt, Bmp и Notch [2]. Кальцифи-
кация является важным физиологическим про-
цессом, который происходит как при нормальном 
развитии, так и при патологии, например, кальци-
фикация опухолей [3].

Runx2 необходим при переходе прогенитор-
ных мезенхимных стволовых клеток в преостеоб-
ласты, а его активность имеет большее значение 
на ранних стадиях дифференцировки. Молодые 
остеобласты продуцируют различные белки, та-
кие как остеокальцин, остеопонтин, костно-мор-
фогенетические белки BMPs. Белки BMP явля-
ются активаторами Runx2, и их взаимодействие 
важно для процесса костеформирования [4]. Также 
Runx2 участвует и в других процессах, идущих во 
скелетогенезе, например, взаимодействие Runx2 
и сигнального пути TGF-b регулирует дифферен-
цировку хондроцитов и их предшественников [5].

Также на уровень белка Runx2 большое влия-
ние оказывает убиквитин-зависимая деградация 
в протеасоме. Взаимодействие Runx2 и сигнально-
го пути Notch представляет большой интерес для 
изучения воздействия на дифференцировку осте-
областов, так как Notch является высококонсерва-
тивным сигнальным каскадом, который участвует 
в развитии и регенерации клеток костной ткани.

Также наблюдаются жесткие пространствен-
но-временные паттерны экспрессии генов RUNX, 
что обеспечивает их продуктам экспрессии четкие 
биологические функции [6].

Несмотря на то, что Runx2 является общепри-
знанным маркером и регулятором остеогенной 
дифференцировки, механизмы его регуляции, 
динамика активации в ходе остеогенной диф-
ференцировки и взаимосвязь с другими генами 
и генными путями, связанными с остеогенной 
дифференцировкой, остаются неясными. Таким 
образом, целью работы является исследование 
динамики ранней активации транскрипционного 
фактора Runx2 после индукции остеогенной диф-
ференцировки.

Материалы и методы
В работе использовали первичные культуры 

гингивальных фибробластов человека, получен-
ные из Покровского банка стволовых клеток [7]. 
Клеточные культуры регулярно проверяли на от-
сутствие микоплазмы.

Культивирование гингивальных фибробла-
стов. Гингивальные фибробласты культивировали 
в модифицированной по Дюльбекко среде «Игла» 
(DMEM 1g/L D-glucose, Gibco, США) с добавле-
нием 10 % фетальной бычьей сыворотки (ФБС; 
HyСlone, США), а также 2 мМ L-глутамина и 1 % 

пенициллин/стрептомицина (Gibco, США). Высев 
клеток производили на желатиновую подложку 
(0,2 % в водно-солевом буфере). Условия куль-
тивирования стандартные — температура 37 оС 
с 5 % содержанием СО2. Морфологическую оцен-
ку клеточной популяции производили с помощью 
инвертированного микроскопа Leica DMi1 (Leica, 
США) при увеличении 20×. В экспериментах клет-
ки культивировали до 7 пассажа.

Стабилизация уровня белка в клетках. На сле-
дующий день после посева клеток вводили инги-
битор протеасомной деградации MG132 (10мМ) 
(Sigma Aldrich, США). Инкубацию клеточной 
культуры с ингибитором проводили в течение 
24 часов.

Запуск остеогенной  дифференцировки кле-
ток. Индукцию остеогенной дифференцировки 
проводили в среде с тем же составом, что и при 
рутинном культивировании клеток. Кроме того, 
в среду добавляли остеогенные факторы: 200 мкM 
L-аскорбиновой кислоты, 10 мM β-глицерофос-
фата, 100 нM дексаметазона (все Sigma Aldrich, 
США). Смена среды производилась 2–3 раза в не-
делю. Дифференцировку клеток оценивали мето-
дом окрашивания ализариновым красным.

Окрашивание клеток ализариновым красным 
и экстракция красителя уксусной кислотой. Али-
зариновое окрашивание клеток осуществлялось 
в промежутке с 7-го по 21-й день остеогенной 
дифференцировки, в зависимости от состояния 
клеток. Из лунок культурального планшета уда-
ляли среду и промывали фосфатно-солевым бу-
фером (ФСБ), далее фиксировали клетки в 70 % 
этаноле в течение 1 часа при комнатной темпе-
ратуре. Затем лунки дважды промывали дистил-
лированной водой. В каждую лунку добавляли 
200 мкл ализаринового красного и инкубировали 
в течение 20–40 минут при комнатной темпера-
туре. После окрашивания клетки промывали ди-
стиллированной водой и фотографировали ре-
зультаты. Для экстракции красителя в каждую 
лунку планшета добавляли 300 мкл 10 % уксус-
ной кислоты и выдерживали 20–40 минут. По-
лученные экстракты переносили в 96-луночный 
планшет в трех технических повторах. Измере-
ния производились на спектрофотометре Picon, 
оснащенном оптическим фильтром, поглощаю-
щим длину волны 450 нм.

Сборка и наработка вирусных частиц. В пер-
вый день в культуральные чашки (диаметром 10 
см) высевали по 3 млн клеток линии HEK293T. 
Для получения одного вируса выделяли 6 чашек 
клеток. Через 24 часа, когда клетки достигали 
70–80 % конфлюэнтности, в среду добавляли 
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трансфекционную смесь: на одну чашку — 15 мкг 
плазмиды интереса, 9,73 мкг psPAX2 и 5,27 мкг 
MD, 60 мкл PEI (полиэтиленимин), 1 мл OptiMEM 
(Gibco, США). Через 16–18 часов осуществляли 
смену среды. Через 24 часа среду с чашек соби-
рали в специальные центрифужные пробирки 
(Beckman Coulter, США) и центрифугировали 2 
часа при 42000 g и 4 С°. Затем концентрированные 
вирусные осадки ресуспендировали в 1 % бычьем 
сывороточном альбумине (БСА) в ФСБ. Аликвоты 
хранили при -80 С°.

Лентивирусная трансдукция клеток. В иссле-
довании использовали следующие лентивирусные 
конструкции: полноразмерная форма RUNX2Full, 
изоформа с укороченной  последовательно-
стью RUNX2delta, изоформа, несущая стоп-ко-
дон RUNX2stop, шпилечная конструкция на ген 
RUNX2 — shRUNX2, в качестве контроля вирус-
ной нагрузки — пустой вирусный вектор TRC. 
Лентивирусную трансдукцию клеток проводили 
с использованием OptiMEM и HeBr (полибрен) 
в концентрации 5 мкг/мл среды. Через 18–24 часа 
меняли на стандартную среду для культивирования 
или на среду для остеогенной дифференцировки.

Вестерн-блоттинг. Для проведения верти-
кального электрофореза в ПААГ (полиакриламид-
ном геле) использовали белковые гомогенизиро-
ванные клеточные лизаты. Для их приготовления 
применяли лизирующий  буфер RIPA (Thermo 
Scientifi c, США) и коктей ль ингибиторов протеаз 
(Roche, Германия). Перед обработкой лизирую-
щим буфером и ингибиторами клетки промывали 
ФСБ дважды. После лизиса гомогенаты перено-
сили в пробирки и помещали в лед на 10 минут, 
после чего тщательно перемешивали. Пробы цен-
трифугировали 10 минут при 13200g и 4 °С. По-
сле центрифугирования супернатанты переносили 
в новые пробирки. Образцы хранились при -80 °С. 
Подготовка проб к измерению белка проводилась 
в соответствии с протоколом Thermo Scientifi c 
с использованием стандартов, приготовленных 
на основе БСА. Измерения проводили на приборе 
VarioScan (Thermo Scientifi c, США) при длине вол-
ны 450 нм. Для электрофореза в ПААГ брали 15–20 
мкг белка и смешивали с буфером для нанесения 
(4х Лэмли буфер, Sigma Aldrich, США). ПААГ со-
стоял из концентрирующего и разрешающего ге-
лей (их процентность зависит от веса исследуемого 
белка). Для дальнейшей оценки веса белков ис-
пользовалась белковая лестница Prestained Protein 
Marker IV (Servicebio, Китай). Электрофорез про-
водили 1 час 30 минут при напряжении 200 В. Для 
переноса белковых образцов на мембрану гель, 
нитроцеллюлозную мембрану, фильтровальную 

бумагу и специальные губки вымачивали в бу-
фере для переноса. Затем все элементы собирали 
в камере для переноса в таком порядке: фильтро-
вальная бумага, губка, фильтровальная бумага, 
нитроцеллюлозная мембрана, ПААГ с белковыми 
образцами и вновь фильтровальная бумага, губка, 
фильтровальная бумага. Перенос белков на мем-
брану осуществлялся в течение 30 минут в Trans-
Blot Turbo Transfer System при стандартной про-
грамме (Bio-Rad, США). После переноса мембрану 
отмывали в ФСБ с добавлением 0,1 % детергента 
Tween-20 (Helicon, США). Блокирование неспец-
ифического связывания антител проходило 1 час 
в 5 % растворе молока в ФСБ с 0,1 % Tween при 
комнатной температуре. Затем мембрану инкуби-
ровали с первичными антителами мыши Runx2 
1:100 (SantaCruz, США) в течение ночи при 4 °С. 
Инкубацию со вторичными козьими антителами 
1:1000 (Abcam, США) проводили при комнатной 
температуре 1 час. Детекция пероксидазного сиг-
нала от вторичных антител осуществлялась с по-
мощью хемилюминесцентного проявителя ECL 
(Servicebio, Китай) на приборе Chemidoc (Bio-Rad, 
США). Изображения редактировали в программе 
paint.net. Количественная обработка результатов 
проводилась в программе Image J. 

Выделение РНК и ПЦР в реальном времени. 
Тотальную РНК выделяли при помощи реаген-
та Тризол («Евроген», Россия) по рекомендаци-
ям производителя. Для обратной транскрипции 
и синтеза кДНК использовали набор реагентов 
MMLV RT («Евроген», Россия). Количественный 
анализ уровня экспрессии генов проводили с ис-
пользованием коммерческих систем ПЦР в реаль-
ном времени SYBR Green («Евроген», Россия) при 
следующих условиях: 95 оС в течение 5 минут, за-
тем 45 циклов — денатурация при 95 оС в течение 
15 секунд и отжиг праймеров с амплификацией 
60 секунд при 60 оС. ПЦР проводили в амплифи-
каторе LightCycler 96 Roche в 96-луночных опти-
ческих микротитровальных планшетах (Applied 
Biosystems, США). Относительные уровни экс-
прессии генов-остеомаркеров (RUNX2, SPP1, 
BMP2, BMP4), гена-мишени сигнального пути 
Notch (HEY1) анализировали при помощи сравни-
тельного метода 2─∆∆Сt. Расчет количественной экс-
прессии генов интереса проводился относительно 
референсного гена GAPDH. ПЦР проводили в 3 
технических повторах.

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку полученных данных проводили с помо-
щью программы GraphPad Prism 9.0. Для сравне-
ния двух групп был использован непарный t-кри-
терий Стьюдента.



 288 том 11 № 3 / 2024

Регенеративная медицина / Regenerative medicine

Результаты
1. Активация Runx2 происходит на раннем 

сроке остеогенной дифференцировки
Runx2 — считается главным регулятором осте-

огенной дифференцировки. В литературе малое 
значение придается сроку, на котором происходит 
анализ активации, однако есть упоминание ее за-
висимости от срока дифференцировки [8]. Для изу-
чения изменений динамики Runx2 во времени, при 
смене стадий остеогенной дифференцировки, иссле-
дования изменений уровня транскрипционного фак-
тора Runx2 в динамике, клетки дифференцировали 
на разных сроках после индукции. В гингивальных 
фибробластах пик продукции Runx2 наблюдается 
через 6 часов после запуска остеогенной дифферен-
цировки (рис. 1). Таким образом, данное наблюде-
ние говорит о том, что для инициации клеточной 
дифференцировки в гингивальных фибро бластах 
изначально имеющийся уровень Runx2 должен уве-
личиться для активации генов-мишеней.

2. Влияние изоформ Runx2 на способность 
клеток к минерализации ВКМ в условиях 
остеогенной дифференцировки клеток

Для изучения функционального влияния гена 
RUNX2 на индукцию и поддержание остеоген-
ной дифференцировки клеток были сконструи-
рованы лентивирусные конструкции, несущие 

разные модификации гена RUNX2: RUNX2full — 
полноразмерный ген, RUNX2delta — укороченная 
последовательность гена, RUNX2stop — после-
довательность, несущая стоп-кодон, shRUNX2 — 
конструкция, образующая шпилечную структу-
ру в транскрипте RUNX2. Окраска ализариновым 
красным на 7-й день дифференцировки гинги-
вальных фибробластов демонстрирует активацию 
дифференцировочных процессов в клетках и при 
внесении активирующих конструкций, при этом 
конструкции с полноразмерным RUNX2full и с 
укороченной его вариацией RUNX2delta индуци-
руют дифференцировку с одинаковой интенсив-
ностью (рис. 2). На 21-й день дифференцировки 
разница между образцами снижается, и гиперэкс-
прессия всех трех изоформ RUNX2 и шпилечная 
конструкция shRUNX2 приводят к росту потенци-
ала клеток к минерализации (рис. 3). То есть пода-
вления остеогенной дифференцировки на позднем 
сроке не происходит, по-видимому, наибольшее 
влияние на остеогенную дифференцировку ока-
зывает воздействие на раннем сроке индукции.

В ответ на внесение лентивирусных конструк-
ций RUNX2full и RUNX2delta при индукции остео-
генной дифференцировки в гингивальных фи-
бробластах с помощью вестерн-блоттинга было 
установлено усиление продукции белка Runx2, 
несущего полноразмерный ген RUNX2 и уко-

Рис. 1. Вестерн-блоттинг и денситометрия гингивальных фибробластов на Runx2 и β-актин 
с контрольными недифференцированными клетками и остеогенной дифференцировкой 
на сроках 6, 12, 24, 48 часов и 7 дней

Figure 1. Western blotting and densitometry of gingival fi broblasts on Runx2 and β-actin with control 
undifferentiated cells and osteogenic differentiation at 6, 12, 24, 48 hours and 7 days
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роченную последовательность гена изоформы 
RUNX2delta (рис. 4).

Полученные данные дают понять, что лентиви-
русные генетические конструкции с изоформами 

RUNX2 усиливают индукцию остеогенной диф-
ференцировки. Поэтому следующей задачей было 
подобрать такие условия экспериментов, которые 
помогут оценить влияние Runx2 на запуск осте-

Рис. 2. Ализариновое окрашивание и колориметрия на гингивальных фибробластах 
с лентивирусами на 7-й день остеодифференцировки

Figure 2. Alizarin staining and colorimetry on gingival fi broblasts with lentiviruses on the 7th day 
of osteogenic differentiation

Рис. 3. Ализариновое окрашивание и колориметрия на гингивальных фибробластах 
с лентивирусами на 21-й день остеодифференцировки

Figure 3. Alizarin staining and colorimetry on gingival fi broblasts with lentiviruses on the 21st day
of osteogenic differentiation
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огенной дифференцировки на уровне изначально 
имеющегося в клетках белка. 

3. Стабилизация уровня белка Runx2 
в гингивальных фибробластах при инициации 
остеогенной дифференцировки положительно 
влияет на гены-мишени

Для того чтобы проанализировать, как ста-
бильный уровень транскрипционного фактора 
Runx2 влияет на индукцию остеогенной диффе-
ренцировки, использовали ингибитор протеасом-
ной деградации MG132.

С помощью ализаринового окрашивания было про-
демонстрировано, что ингибирование протеасомной 
деградации положительно влияет на биоминерализа-
цию ВКМ в культуре фибробластов через 24 часа при 
инициации остеогенной дифференцировки (рис. 5).

На уровне мРНК RUNX2 демонстрирует незна-
чительное снижение экспрессии гена после инги-
бирования протеасомной деградации в гингиваль-
ных фибробластах через 24 часа после индукции 
остеодифференцировки (рис. 5).

Уровень экспрессии гена SPP1, кодирующего 
костный сиалопротеин остеопонтин, растет в от-
вет на стабильный уровень транскрипционного 
фактора Runx2 в гингивальных фибробластах при 
индукции остеогенной дифференцировки.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что постоянный уровень белка способствует 

усилению дифференцировки, а индукция данного 
процесса сопровождается спадом активности ин-
гибитора остеогенной дифференцировки остео-
понтина и BMP2, рост которого обычно коррели-
рует с активацией экспрессии RUNX2.

Обсуждение
Динамика активации Runx2 и влияние 

на остеогенную дифференцировку клеток
В ходе проведенных экспериментов мы пока-

зали, что накопление белка Runx2 происходит 
уже через 6 часов после индукции остеогенной 
дифференцировки в культуре гингивальных фи-
бробластов. Также все генетические изоформы 
RUNX2 имеют сходное воздействие на способ-
ность клеток к минерализации ВКМ через 7-й 
и 21-й дни индукции остеогенной дифферен-
цировки. Напротив, стабильный уровень бел-
ка, сохранившийся в клетках через 24 часа по-
сле инициации остеогенной дифференцировки, 
продемонстрировал рост таких генов-мишеней 
транскрипционного фактора Runx2, как SPP1 
(остеопонтин) и BMP4.

Остеобласты способны активно вырабатывать 
внеклеточный матрикс (ВКМ).

Развитие мезенхимных предшественников 
и преостеобластов контролируется транскрипци-
онным фактором Runx2. Он считается основным 
регулятором процесса превращения остеобластов 

Рис. 4. Вестерн-блоттинг и денситометрия гингивальных фибробластов на Runx2 и β-актин 
при индукции остеодифференцировки, 7 дней

Figure 4. Western blotting and densitometry of gingival fi broblasts for Runx2 and β-actin during 
induction of osteogenic differentiation, 7 days
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Рис. 5. Ализариновое окрашивание и колориметрия гингивальных фибробластов в условиях 
остеогенной дифференцировки с ингибитором протеасом и ОТ-ПЦР гингивальных фибробластов 
при индукции остеодифференцировки через 24 часа культивирования в присутствии ингибитора 
протеасом MG132 на RUNX2, его гены-мишени BMP2,4, SPP1 

Достоверность сравниваемых значений (непараметрический t-критерий): ns — не существенно, 
** — P < 0,01; **** — P < 0,0001.

Figure 5. Alizarin staining and colorimetry of gingival fi broblasts under conditions of osteogenic 
differentiation with a proteasome inhibitor and RT-PCR of gingival fi broblasts during induction of 
osteogenic differentiation after 24 hours of cultivation in the presence of MG132 proteasome inhibitor 
on RUNX2, its target genes BMP2,4, SPP1

Reliability of the compared values (nonparametric t-test): ns — not signifi cant, ** — P < 0.01; **** — P < 0.0001.
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в костную ткань, а также формирования кости. 
Гены-мишени фактора Runx2, такие как BGLAP, 
отвечают за выработку белка остеокальцина 
(OCN). Этот белок взаимодействует с ВКМ, что 
приводит к минерализации последнего. Особен-
ность гена BGLAP заключается в том, что он рабо-
тает только в остеобластах и не встречается в дру-
гих типах клеток [9]. Процесс дифференцировки 
включает три этапа, каждый из которых харак-
теризуется уникальным набором молекулярных 
маркеров [8].

Наши эксперименты демонстрируют, что наи-
больший уровень накопления транскрипционного 
фактора Runx2 в клетке происходит на раннем сро-
ке остеогенной дифференцировки гингивальных 
фибробластов — через 6 часов после индукции. 
Также обе генетические изоформы RUNX2full 
и RUNX2delta проявляют одинаковые потенции 
к индукции остеогенной дифференцировки.

Убиквитинирование является одной из моди-
фикаций белков, в том числе принимающих уча-
стие в процессах деградации белка. Протеасом-
ный путь деградации белков являет собой не что 
иное, как ряд последовательных ферментативных 
реакций, которые активируют убиквитин (E1), пе-
реносчики убиквитина (E2) и убиквитинлигазы 
(E3). Убиквитинлигаза E3 является регуляторным 
фактором 1 убиквитина Smad (Smurf1). Было по-
казано, что гиперэкспрессия Smurf1 ингибиру-
ет дифференцировку остеобластов. И наоборот, 
при недостатке Smurf1 достигалось увеличение 
образования костной массы посредством кон-
троля деградации в протеасоме MEKK2-киназа–
MAPK-киназа 2 [10].

Известно, что несколько убиквитинлигаз E3 
участвуют в убиквитинировании Runx2 и отрица-
тельно влияют на остеогенную дифференцировку 
остеобластов [10]. Также сообщается о наличии 
другого механизма, приводящего к убиквитини-
рованию, и связанной с ним деградации. Иници-
ируются данные реакции комплексом циклин D1/
CDK4, и контроль осуществляется посредством 
фоcфорилирования. Кроме того, было обнаруже-
но, что фосфорилирование определенного остатка 
серина (S294) запускает ацетилирование Runx2, 
что объясняет его транскрипционную активность 
и защищает его от деградации [10].

Противоположный убиквитинированию эф-
фект осуществляет ацетилирование, которое 
оказывает на Runx2 протективное влияние и ме-
шает деградации белка. Runx2 подвергается це-
лому спектру различных посттрансляционных 
модификаций, с помощью которых происходит 
регуляция.

В ходе экспериментов на клеточных лини-
ях остеобластов человека было обнаружено, что 
уровни белка Runx2 и мРНК не соответствуют 
друг другу [11]. Дальнейшие исследования пока-
зали, что мРНК RUNX2 ассоциирована с полисо-
мами только в дифференцированных остеобласт-
ных клетках, а в предшественниках остеобластов 
и неостеобластных клетках — нет. Эти результаты 
свидетельствуют о том, что экспрессия RUNX2 ре-
гулируется на уровне трансляции [11].

Также эндогенный уровень белка Runx2 растет 
от эффекта ингибитора протеасомы 26S, но при 
этом повышения уровня мРНК не наблюдалось 
[12]. Однако ингибирование протеасом индуци-
ровало остеогенную дифференцировку: увеличи-
лась экспрессия генов, кодирующих белки остео-
кальцин и щелочную фосфатазу.

Полученные в данном исследовании результа-
ты демонстрируют, что постоянный уровень бел-
ка Runx2 не влияет на изменение уровня транс-
криптов гена RUNX2, однако уровень экспрессии 
генов-мишеней изменяется. Также подавление 
протеасомной деградации белка Runx2 приводит 
к усилению биоминерализации у гингивальных 
фибробластов. Экспрессия генов, регулирующих 
выработку морфогенетических костных белков 
Bmp 2 и 4, в гингивальных фибробластах проис-
ходит по-разному: уровень транскриптов BMP2 
не изменяется, а BMP4 растет, что говорит о влия-
нии постоянной концентрации белка Runx2 в клет-
ке на некоторые гены-мишени в ходе остеогенной 
дифференцировки.

Заключение
Наше исследование продемонстрировало, что 

пик накопления белка транскрипционного фактора 
Runx2 в процессе остеогенной дифференцировки 
гингивальных фибробластов происходит через 6 ча-
сов после индукции, далее его уровень снижается, 
по-видимому, из-за наличия убиквитин-зависимой 
протеасомной деградации, а на поздних сроках уро-
вень белка не изменяется. Также данные указывают, 
что именно на раннем сроке остеогенной дифферен-
цировки клеток возможно повлиять на этот процесс 
в клетках. Так, нами было выявлено, что стабиль-
ный уровень транскрипционного фактора Runx2 
при индукции остеогенной дифференцировки уси-
ливает экспрессию таких генов-мишеней, как SPP1 
и BMP4. То есть Runx2 имеет тонкую настройку при 
инициации остеогенной дифференцировки на уров-
не мРНК и белка, а неизмененный уровень транс-
криптов при сочетании со стабильным уровнем бел-
ка Runx2 оказывает прямое влияние на способность 
клеток к биоминерализации.
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Резюме
Адаптационные механизмы, рассмотренные авторами исследования, играют решающую роль в под-

готовке организма женщины к предстоящей беременности. Особенно важным аспектом исследования 
является изучение характера адаптационного синдрома после успешного оплодотворения яйцеклетки 
и оценка эффективности адаптивных реакций. Отмечается, что согласованность и последовательность 
адаптационных механизмов организма женщины на различных этапах полового акта имеют критическое 
значение для успешного оплодотворения яйцеклетки. Исследование подчеркивает важность правиль-
ного функционирования этих механизмов в контексте беременности и рождения здорового потомства. 
Понимание этих аспектов позволяет более глубоко взглянуть на процессы, происходящие в организме 
женщины во время зачатия и влияющие на дальнейшее развитие плода. Всестороннее изучение адап-
тационных процессов при оплодотворении способствует повышению эффективности репродуктивной 
системы и обеспечивает благоприятные условия для начала новой жизни. Авторами подчеркивается, что 
адаптационные механизмы играют важную роль в подготовке организма женщины.

Ключевые слова: адаптационный механизм, беременность, имплантация, оплодотворение, трофо-
бласт, эмбрион.
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Abstract
The adaptation mechanisms considered by the authors of the study play a decisive role in preparing a wom-

an’s body for the upcoming pregnancy. A particularly important aspect of the study is to study the nature of the 
adaptation syndrome after successful fertilization of the egg and assess the effectiveness of adaptive reactions. 
It is noted that the consistency and consistency of the adaptation mechanisms of the woman’s body at various 
stages of sexual intercourse are critical for the successful fertilization of the egg. The study highlights the impor-
tance of proper functioning of these mechanisms in the context of pregnancy and the birth of healthy offspring. 
Understanding these aspects allows us to take a deeper look at the processes occurring in a woman’s body during 
conception and infl uencing the further development of the fetus. A comprehensive study of adaptation processes 
during fertilization helps to increase the effi ciency of the reproductive system and provides favorable conditions 
for starting a new life. The authors emphasize that adaptation mechanisms play an important role in preparing a 
woman’s body.
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В современной науке ученые все чаще обраща-
ют внимание на адаптивные механизмы, способ-
ствующие протеканию беременности, их влияние 
на возникновение осложнений в процессе геста-
ции, а также на общее понимание патогенеза дан-
ных осложнений.

Настоящее исследование проводится с целью 
глубокого разъяснения процессов, происходящих 
в женском организме, в том числе механизмов 
овуляции и подготовки организма к возможной бе-
ременности. Комплексность и тонкость этих про-
цессов заставляют ученых смотреть на женскую 

репродуктивную систему с новой стороны, рас-
крывая многочисленные вопросы, связанные с эво-
люцией процесса человеческого размножения.

Адаптивные механизмы в женском организме 
важны на всех этапах овуляции, начиная с струк-
турных изменений фолликула и заканчивая ме-
ханизмами, обеспечивающими выход зрелой 
яйцеклетки. Особое внимание исследования уде-
лено различным адаптациям, таким как продук-
ция ферментов, разрушающих стенку фолликула, 
и формирование сосудов для поддержки процесса 
овуляции.
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Нашей целью явилось рассмотрение адапта-
ционных механизмов подготовки организма жен-
щины к вынашиванию ребенка, они помогут из-
менить современные точки зрения на патогенез 
осложнений беременности.

Дело в том, что с момента зачатия каждый бу-
дущий человек обладает индивидуальным набо-
ром адаптивных механизмов, то есть запрограм-
мированных в геноме реакций, обеспечивающих 
адекватные ответы на любые стимулы («раздра-
жители») в пределах физиологических возмож-
ностей организма. В этом случае мы вправе гово-
рить о реакциях адаптации, таких как врожденная 
адаптация организмов новорожденных к услови-
ям высокогорья, тундры, жаркого климата; к цир-
кадным биоритмам; адаптация женщин к цикли-
ческим изменениям в организме на протяжении 
репродуктивного периода и др. Если же стиму-
лы-раздражители по силе, частоте превышают 
физиологические возможности человека, то орга-
низм вынужден включать (вырабатывать) защит-
ные механизмы, каким-то образом компенсиро-
вать возникший дисбаланс биоэлектрического 
(и других показателей) гомеостаза, то есть в дан-
ном случае речь идет уже о защитно-компенсатор-
ных реакциях [1–2, 5].

Такое логически четкое разделение понятий 
(терминов) имеет существенное значение в выбо-
ре лечебной тактики при различных заболеваниях 
и осложнениях беременности.

Последовательность полового цикла у женщин 
можно считать одной из множества загадок эволю-
ции человека. Какие внешние причины заставили 
в течение миллионов лет адаптировать женский 
организм к возможному наступлению беремен-
ности в течение каждого месяца, причем в строго 
определенные дни?! Если это результат борьбы за 
выживание вида, то зачем тогда усложнять все по-
следующие этапы репродуктивного процесса: регла-
ментацию по времени оплодотворения яйцеклетки, 
огромные потери ценнейшего биологического мате-
риала — спермы, для образования в подавляющем 
большинстве одного лишь зародыша, длительный 
(40 недель) срок внутриутробного развития эмбри-
она (плода), усложненный (плацентарный) способ 
его питания? Эти и огромное большинство подоб-
ных вопросов до настоящего времени не решены 
исследователями, в связи с этим важно уточнить: 
какие адаптационные механизмы задействованы 
в организме женщины для обеспечения закодиро-
ванной в геноме программы репродукции? Разви-
тие и созревание каждой яйцеклетки до готовности 
к оплодотворению длится всего лишь 12–13 дней, 
но только после овуляции на 14 день цикла в ор-

ганизме начинается своеобразная подготовка к на-
ступлению возможной беременности. Стимулом 
для такой подготовки служит выход яйцеклетки за 
пределы яичника. Сам процесс овуляции продолжа-
ется около 30–32 минут, состоит из нескольких фаз, 
включающих адаптационные механизмы по сохра-
нению жизнеспособности яйцеклетки после выхода 
ее в брюшную полость [1–2, 4].

Незадолго до наступления овуляции выступа-
ющая наружу стенка фолликула быстро набухает, 
и маленькая область в центре капсулы фолликула, 
называемая стигмой, начинает выдаваться наружу 
наподобие соска. Следующие 30 минут из фол-
ликула через стигму начинает медленно вытекать 
жидкость — первый адаптационный механизм, об-
легчающий выход яйцеклетки из фолликула [1–3].

Уже через 2 минуты после этого стигма лопает-
ся, позволяя большому количеству вязкой жидко-
сти постепенно выдавливаться наружу. Этот этап 
возможен благодаря двум адаптационным меха-
низмам, способствующим перфорации стенки фол-
ликула: а) за несколько часов до овуляции капсула 
фолликула (tecaexterna) начинает выделять из лизо-
сом протеолитические ферменты, которые умень-
шают прочность стенки капсулы, вызывают ее на-
бухание и дегенерацию стигмы; б) одновременно 
начинается быстрое образование и прорастание 
новых кровеносных сосудов в стенку фолликула 
и увеличивается продукция простагландинов, вы-
зывающих расширение сосудов [1–2].

В результате этих механизмов происходят 
транссудация плазмы в фолликул, набухание 
(растяжение) его стенки и образование, и дегене-
рация стигмы. Вязкая жидкость, вытекающая из 
фолликула, увлекает за собой яйцеклетку, окру-
женную несколькими тысячами клеток гранулезы, 
вместе составляющими лучистый венец (corona 
radiata) [1–2].

К этому моменту зрелая яйцеклетка увеличи-
вается почти в 10 раз и достигает в диаметре 1–1,5 
см, а масса ее при этом возрастает примерно в 1000 
раз. Лучистый венец, состоящий из клеток грану-
лезы, способствует сохранению жизнеспособно-
сти яйцеклетки после выхода ее из фолликула, 
то есть налицо третий адаптационный механизм, 
участвующий в процессе подготовки яйцеклетки 
к оплодотворению [2].

Буквально через несколько часов после выхода 
яйцеклетки из яичника оставшиеся клетки теки 
и гранулезы быстро превращаются в клетки жел-
того тела. Она увеличивается более чем в 2 раза 
и начинает наполняться липидом, включения ко-
торого придают этим клеткам желтый цвет. Об-
ласть желтого тела хорошо васкуляризируется, 
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что обеспечивает его быстрый рост. В результате 
диаметр его на 7–8 дни после овуляции достигает 
1,5 см [2].

Клетки гранулезы в желтом теле снабжены 
развитым гладким эндоплазматическим ретику-
ломом, образующим большое количество про-
гестерона и в меньшей степени эстрогенов. Од-
новременно клетки теки образуют андрогены 
(тестостерон и андростендион) в большей степе-
ни, чем женские половые гормоны. Однако боль-
шинство этих гормонов под влиянием ферментов 
клеток гранулезы преобразуется в женские поло-
вые гормоны. Если оплодотворение яйцеклетки 
не произошло, то желтое тело начинает инволю-
ционировать и через 30 дней полностью рассасы-
вается [2].

Параллельно циклическим изменениям в яични-
ке, в матке происходят не менее важные процессы, 
направленные на сохранение жизнедеятельности 
и развитие яйцеклетки в случае ее оплодотворения 
[2]. Большое значение в этих процессах придают 
прогестерону, под влиянием которого, как счита-
ют, в эндометрии возникают секреторные изме-
нения, то есть накопление в клетках питательных 
веществ, необходимых для обеспечения жизнеде-
ятельности яйцеклетки в случае ее оплодотворе-
ния. Морфологически эти изменения проявляются 
в том, что железы становятся извитыми, в эпители-
оцитах желез накапливается большое количество 
секретируемых веществ, увеличивается количе-
ство цитоплазмы в клетках стромы, кровоток через 
эндометрий продолжает нарастать пропорциональ-
но возрастающей секреторной активности. Крове-
носные сосуды становятся чрезвычайно извитыми. 
На пике секреторной фазы (приблизительно через 
неделю после овуляции) толщина слоя эндометрия 
составляет в среднем 14 мм [2, 6].

Если оплодотворение яйцеклетки не происхо-
дит, то в связи со снижением стимулирующего 
влияния половых гормонов быстро развивается 
инволюция эндометрия: толщина его уменьшает-
ся до 65 % от прежней. Затем в течение 24 часов 
до наступления менструации происходит спазми-
рование извитых кровеносных сосудов слизистой 
эндометрия, по-видимому, под влиянием одного 
из простагландинов, обладающего вазоконстрик-
торным действием и присутствующего в этот мо-
мент в окружающих тканях [2].

Спазмирование сосудов, уменьшение коли-
чества питательных веществ в эндометрии и от-
сутствие гормональной стимуляции вызывает 
развитие некрозов в нем, особенно кровеносных 
сосудов. В результате кровь сначала просачивает-
ся в сосудистый слой эндометрия, объем геморра-

гии быстро увеличивается в течение 24–36 часов. 
Постепенно некротизированный внутренний слой 
эндометрия отделяется от матки, и вся масса от-
делившихся тканей и кровь, скопившаяся в поло-
сти матки, под влиянием стимулирующих сокра-
щения миометрия простагландинов (или других 
веществ в разлагающемся слущенном слое эндо-
метрия) выталкивается из матки наружу. Во вре-
мя нормальной менструации теряется около 40 мл 
крови и 35 мл серозной жидкости [2].

Характер изменений адаптационного синдро-
ма после оплодотворения яйцеклетки. В случае 
оплодотворения яйцеклетки и образования зиготы 
адаптационные механизмы в организме беремен-
ной значительно усложняются. Теперь они вы-
нуждены выполнять две функции: поддерживать 
физиологические параметры гомеостаза самой бе-
ременной; непрерывно формировать и сохранять 
новые адаптационные и защитно-компенсаторные 
реакции, способствующие физиологическому вну-
триутробному росту и развитию зародыша.

Очевидно, что такие сложные задачи организм 
может выполнить лишь при исходно сбалансиро-
ванных метаболических процессах, где каждая 
система, орган имеют достаточные индивидуаль-
ные энергетические запасы для выполнения этих 
адаптационных реакций. Это главный принцип 
выживания каждого будущего человека. Как из-
вестно, в природе нет абсолютно одинаковых ин-
дивидуумов, так как в пределах каждой популяции 
существуют значительность и изменчивость. Эту 
изменчивость, наряду с генетическими фактора-
ми, обеспечивают те самые индивидуальные адап-
тационные реакции, которые охраняют внутри-
утробные этапы (и не только внутриутробные, но и 
постнатальные) развития эмбриона. Согласно клас-
сическим законам биологии, из числа родившихся 
выживает только часть, и лишь наиболее приспосо-
бленные (адаптированные) в дальнейшем участву-
ют в продолжении рода, что и составляет сущность 
понятия «борьба за существование» [1–2].

Эффективность адаптационных реакций воз-
растает и зависит от многих факторов:

1)  функционального состояния самого жен-
ского организма;

2)  степени готовности репродуктивных орга-
нов женщины: биоценоз и кислотность среды вла-
галища, нормальное расположение шейки матки, 
отсутствие препятствий в цервикальном канале, 
функционально полноценный эндометрий, прохо-
димость и достаточная перистальтическая актив-
ность маточных труб, особенно фимбрий матки; 
зрелая, функционально активная яйцеклетка с до-
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статочным количеством энергетических веществ 
для свободного перемещения при необходимости 
в малом тазу [1].

Яйцеклетки в яичнике находятся на стадии 
первичного ооцита. Перед выходом яйцеклетки из 
овариального фолликула ее ядро делится путем 
мейоза, при этом из ядра высвобождается первое 
полярное тельце, а первичный ооцит становится 
вторичным ооцитом. В ходе этого процесса ка-
ждая из 23 пар хромосом утрачивает свою пару, 
которая включается в полярное тельце и покидает 
клетку. В результате во вторичном ооците остают-
ся 23 непарные хромосомы [1].

В этот момент происходит овуляция, и яй-
цеклетка в стадии вторичного ооцита попадает 
в брюшную полость. Но, чтобы этого не произо-
шло, включается адаптационный механизм: при 
достаточной силе организма бахромки овулярного 
кольца фаллопиевой трубы плотно обхватывают 
яичник, и яйцеклетка попадает непосредственно 
в фаллопиеву трубу, чем облегчается следующий 
этап процесса ее оплодотворения. Внутренняя 
поверхность бахромы, расположенной на конце 
трубы, покрыта ресничным эпителием, реснички 
которого активируются, как предполагают, эстро-
генами яичников. Ритмичные волнообразные 
движения ресничек направлены в сторону вхо-
да (остиума) задействованной трубы. Вследствие 
этого вместе с током жидкости из лопнувшего 
фолликула яйцеклетка попадает в трубу. Исследо-
ваниями доказано, что 98 % яйцеклеток попадает 
в трубу именно таким образом [1, 7].

Если же адаптационный механизм не срабаты-
вает, то яйцеклетка «вываливается» в брюшную 
полость и начинает в ней блуждать в поисках ам-
пулярного конца маточной трубы.

Клинические наблюдения показывают, что ис-
ходы в этом случае могут быть разные:

1.  Яйцеклетка поступает в фаллопиеву тру-
бу (возможно даже на противоположной стороне 
матки!), и процесс оплодотворения продолжается 
в обычном порядке.

2.  Яйцеклетка контактирует в трубе со спер-
матозоидами, но после оплодотворения продви-
жение ее по трубе в сторону матки невозможно, 
и возникает трубная беременность.

3.  Оплодотворенная яйцеклетка по каким-то 
причинам не способна продвигаться по трубе, 
и выпадает в брюшную полость, где имплантиру-
ется в сальник или в серозную оболочку органов 
брюшной полости (брюшная беременность).

4. Яйцеклетка, находящаяся в брюшной поло-
сти, не может оплодотворяться и в связи с истоще-
нием собственных энергетических ресурсов теряет 

подвижность, гибнет и затем рассасывается [2].
Считается, что в норме оплодотворение яй-

цеклетки происходит в ампуле одной из фалло-
пиевых труб, вскоре после того, как сперматозо-
иды и яйцеклетка попадут в ампулу. Образуется 
бластоциста, которая в течение 3–5 дней проходит 
оставшуюся часть фаллопиевой трубы и попадает 
в полость матки. Продвижение поддерживается 
слабым током жидкости в фаллопиевой трубе. От-
метим, что биение ресничек всегда в направлении 
к матке. Облегчают продвижение оплодотворен-
ной яйцеклетки слабые перистальтические сокра-
щения фаллопиевых труб [2].

Дальше происходят совершенно непонятные 
события. Внутренняя поверхность трубы образует 
складки и крипты, задерживающие продвижение 
бластоцисты вместе с током жидкости в трубе. Кро-
ме того, перешеек фаллопиевой трубы (последние 
2 см перед вхождением трубы в матку) остается 
в состоянии спастического сокращения в течение 
первых 3 дней после овуляции. Затем быстро на-
растает секреция прогестерона в желтом теле яич-
ника, который, как принято считать, первоначально 
обеспечивает увеличение количества рецепторов 
прогестерона в гладких мышцах стенки фаллопи-
евой трубы. Рецепторы, активируемые прогестеро-
ном, вызывают расслабление гладких мышц трубы, 
и бластоциста проникает в полость матки [2, 8].

За время прохождения оплодотворенной яйце-
клетки по фаллопиевой трубе она успевает прой-
ти несколько стадий клеточного деления, и затем 
бластоциста, состоящая уже приблизительно из 
100 клеток, попадает в матку. Полагают, что за 
все это время секреторный аппарат фаллопиевых 
труб продуцирует большое количество секрета, 
используемого в развивающейся бластоцисте в ка-
честве питательного вещества [2].

После попадания бластоцисты в матку про-
ходят 1–3 дня, прежде чем она имплантируется 
в эндометрий. Как правило, имплантация насту-
пает не позже 5–7 дня после овуляции. До этого 
бластоциста использует для питания секрет эндо-
метрия — маточные бели [2].

Сам процесс имплантации происходит при ак-
тивном участии трофобластов, расположенных 
на наружной поверхности бластоцист. Эти клетки 
продуцируют протеолитические ферменты, мета-
болизируют и разжижают расположенные вокруг 
клетки эндометрия [2].

При этом часть высвобождающихся растворен-
ных питательных веществ транспортируется там 
же трофобластическими клетками в бластоцисту 
и служит для нее дополнительным источником 
питания [2].
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Таким образом, адаптационные механизмы ор-
ганизма матери обеспечивают подготовку яйце-
клетки к оплодотворению и начальные этапы ее 
имплантации в матке.

До момента овуляции эндометриальные же-
лезы, в большей степени в области шейки матки, 
продуцируют жидкую тягучую слизь, которая об-
разует в цервикальном канале слизистую пробку, 
нижним полюсом опускающуюся к наружному 
зеву шейки матки (общеизвестный «симптом зрач-
ка»). Важнейшие функции этой «пробки» — защи-
та верхних отделов полового тракта от инфекции. 
С момента овуляции эта слизь разжижается, «зра-
чок» исчезает, а цервикальный канал становится 
проницаемым для сперматозоидов. При этом нити 
слизи тянутся вдоль цервикального канала матки, 
образуя внутри просвета шейки как бы направля-
ющие для проникновения сперматозоидов в нуж-
ном направлении из влагалища в матку. Отсюда 
становится понятной важная роль слизи в успеш-
ности процесса оплодотворения [2].

Здесь же следует отметить еще один факт, по-
зитивно влияющий на процесс оплодотворения — 
поза женщины во время полового акта. Нормаль-
ное положение шейки и матки anteversio, antefl exio, 
причем наружный зев цервикального канала обра-
щен к заднему своду влагалища. Поэтому физио-
логической позой для успешного оплодотворения 
является позиция супруги спиной к мужу, когда 
доставляется эякулят непосредственно к наруж-
ному зеву шейки. Кстати, в такой позе протекает 
половой акт у подавляющего большинства пред-
ставителей животного мира [2].

Почему в норме оплодотворяется только один 
ооцит? Уже через несколько минут после оплодот-
ворения срабатывает закрепленный в филогенезе 
у человека защитный механизм, препятствующий 
проникновению других сперматозоидов в яйцеклет-
ку. Ключевую роль в этом механизме играют ионы 
Ca2+, которые после проникновения первого спер-
матозоида через блестящую оболочку в яйцеклетку 
начинают диффундировать внутрь через мембрану 
ооцита и вызывают высвобождение в окружающее 
пространство путем экзоцитоза множества около-
мембранных пузырьков. Гранулы пузырьков содер-
жат вещества, которые пропитывают все части бле-
стящей оболочки и препятствуют взаимодействию 
с яйцеклеткой других сперматозоидов. Более того, 
уже прикрепившиеся сперматозоиды начинают от-
валиваться от блестящей оболочки [2].

Оплодотворенная яйцеклетка (бластоциста) 
в течение 3–5 дней приходит оставшийся участок 
фаллопиевой трубы и попадает в полость матки. 
Продвижение поддерживается слабым током жид-

кости в маточной трубе. В состав жидкости входит 
секрет эпителиоцитов, выстилающих поверхность 
просвета трубы, а также продуктов метаболизма 
сперматозоидов, не участвовавших в акте опло-
дотворения [2].

Необходимо в практических целях рассмотреть 
еще один из адаптационных механизмов, облег-
чающих подготовку к овуляции, который, к со-
жалению, в тематической литературе не описан: 
загадочная скорость доставки сперматозоидов 
в маточную трубу.

Известно, что собственная скорость движе-
ния сперматозоидов по половым путям женщины 
(шейка матки, полость матки, фаллопиевы трубы, 
общая длина которых не менее 17–18 см) составля-
ет 1–4 мм/мин.

Простые арифметические расчеты позволяют 
убедиться в том, что при такой скорости сперма-
тозоиды могут оказаться в ампуле маточной трубы 
максимум через 45 минут. Однако эксперимен-
тальные исследования показывают, что некоторые 
сперматозоиды оказываются «на финише» уже че-
рез 5 минут после эякуляции?! Ответ на эту загад-
ку можно получить, если обратить внимание на два 
факта: 1) при исчезновении слизистой пробки из 
цервикального канала в начале второй фазы мен-
струального цикла и проходимости маточных труб 
брюшная полость имеет сообщение с внешней воз-
душной средой; 2) при дыхательных движениях 
грудной клетки внутрибрюшное давление за счет 
движения диафрагмы постоянно меняется [2, 9].

Поэтому логично утверждать, что сперматозои-
ды, находящиеся около наружного зева цервикаль-
ного канала, при резком снижении внутрибрюш-
ного давления быстро проникают (засасываются) 
в просвет фаллопиевой трубы. Проникновение 
в трубу «чужеродного» биологического материала 
вызывает в организме женщины «стресс» и уни-
версальную защитную реакцию — спазм истми-
ческого отдела трубы, который, как мы помним, 
сохраняется в течение трех суток. Отсюда стано-
вится понятным, почему из 400 млн сперматозо-
идов, находящихся в эякуляте, только около 1000 
попадает в фаллопиеву трубу [2].

Проанализированные нами данные указывают 
на необходимость синхронизации и последова-
тельности адаптационных механизмов организма 
женщины на всех этапах полового акта в целях 
успешного оплодотворения яйцеклетки.

В результате все возрастающей концентра-
ции прогестерона, обладающего релаксирующим 
свойством, спазм истмуса маточной трубы прекра-
щается, и делящаяся бластоциста попадает в по-
лость матки. Однако имплантация бластоцисты 
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в эндометрий происходит не сразу, а менее чем 
через 1–3 суток нахождения ее в матке. Имплан-
тация, как известно, происходит по ходу «спер-
матозоидной дорожки», то есть на стороне матки, 
по которой сперматозоид движется по направле-
нию к истмусу трубы. Считается, что основное 
влияние на качество имплантации оказывают пи-
тательные и другие вещества, накопившиеся в эн-
дометрии под влиянием прогестерона во вторую 
фазу менструального цикла. Активную роль в им-
плантации играют трофобласты — клетки, распо-
ложенные на наружной поверхности бластоцисты. 
Трофобласты также продуцируют протеолити-
ческие ферменты, «переваривают» и переводят 
в жидкое состояние расположенные по соседству 
клетки эндометрия [2].

После того как бластоциста имплантировалась 
в эндометрий, возрастающая секреция проге-
стерона вызывает дальнейшее набухание клеток 
эндометрия, способствуя запасанию в них еще 
большего количества питательных веществ — эя-
кулята, белков, липидов, минеральных веществ, 
которые обеспечивают питание зародыша на на-
чальных этапах его развития. Скопление этих кле-
ток принято называть децидуальной оболочкой. 
Питание эмбриона в этот период обеспечивается 
следующим путем. Трофобласты захватывают 
клетки децидуальной оболочки, «переваривают» 
и асимметрируют их и способствуют затем ис-
пользованию полученных метаболитов для роста 
и развития эмбриона. Такой способ питания со-
храняется на протяжении первых 8 недель после 
имплантации эмбриона несмотря на то, что фор-
мирующаяся плацента также начинает обеспечи-
вать питание зародыша приблизительно с 16 дня 
после оплодотворения (чуть больше недели после 
имплантации) [2, 3].

Но функции трофобластов этим не ограни-
чиваются. Когда трофобластические ворсинки 
бластоцисты проникают в эндотелий, начинается 
прорастание кровеносных капилляров из зачаточ-
ных элементов сосудистой системы формирующе-
гося эмбриона в ворсинки.

Существенную роль в развитии сосудистой си-
стемы будущего маточно-плацентарного комплек-
са играют извитые (спиральные) артериолы, кото-
рые являются непосредственными участниками 
первых контактов материнской крови с зарожда-
ющимися структурами кровеносной системы эм-
бриона. Напомним, рост спиральных маточных 
артериол продолжается в течение всего этапа про-
движения оплодотворенной яйцеклетки по маточ-
ной трубе в период ее имплантации. Существует 
мнение, что разрастание артерий происходит под 

влиянием прогестерона [2], но, по-видимому, эту 
точку зрения нельзя считать окончательной, по-
скольку общеизвестно, что прогестерон не обла-
дает анаболическим действием. Инвазия клеток 
трофобласта в эндометрий всегда сопровождается 
локальным разрушением стенок его сосудов с из-
литием крови и образованием лакун — своеобраз-
ных резервуаров для маточной крови, компонен-
ты которой служат дополнительным источником 
питания для развивающегося зародыша до начала 
функционирования маточно-плацентарного сосу-
дистого комплекса [2].

Ворсинки трофобласта образуют ветвления, 
скопления которых в итоге формируют ворсинки 
хориона. Таким образом, ворсинки, несущие кровь 
эмбриона (плода), оказываются окруженными ла-
кунами, содержащими материнскую кровь. Следу-
ет заметить, при разрушении стенок капилляров 
протеолитическими ферментами и гиалуронида-
зой и образовании лакун есть реальная опасность 
возникновения маточного кровотечения, которое 
предотвращают присутствующие в клетках тро-
фобластов (и продуктах метаболизма спермато-
зоидов, находящихся в полости матки?): фибри-
ноген, ионы Ca2+ и простагландины, вызывающие 
образование локальных тромбов и сокращение зи-
яющих сосудов эндометрия [2].

Поэтому при недостаточности данного адапта-
ционного механизма возникает микро-маточное 
кровотечение, отторжение бластоцисты (эмбри-
она) и происходит ранний «самопроизвольный 
выкидыш», нередко принимаемый за нарушение 
менструального цикла [2].

Этап имплантации бластоцисты в эндометрий 
завершается, как правило, на 7 сутки с момента 
оплодотворения яйцеклетки [2]. При этом бласто-
циста, сформировавшаяся на 3 сутки из двух ти-
пов бластомеров: темных и светлых, приобретает 
вид полого пузырька, в котором в дальнейшем 
начинает развиваться зародыш. При этом из тем-
ных эмбриобластов образуются тело зародыша 
и все внезародышевые структуры, за исключени-
ем трофобласта. Трофобласт образуется из свет-
лых бластомеров, представляющих собой мелкие 
светлые быстро делящиеся клетки, которые при 
интерстициальной имплантации на 7 сутки игра-
ют основную роль в нидации бластоцисты и на 
стадии адгезии (примыкания), и на стадии инва-
зии (проникновения) [2, 10].

При этом из ворсинок хориона образуются два 
слоя: цитотрофобласт (внутренний) и симпла-
стотрофобласт, который продуцирует описанные 
ранее протеолитические ферменты, подготавли-
вающие эндометрий к нидации бластоцисты. В ре-



 301том 11 № 3 / 2024

Акушерство и гинекология / Obstetrics and gynecology

зультате в слизистой матки образуется импланта-
ционная клетка, в которую попадает бластоциста. 
Имплантация считается завершенной, когда за-
родыш полностью погружен в эндометрий и сли-
зистая матки находится над ним. Начинается 
следующая стадия развития эмбриона — гастру-
ляция. У человека эта стадия протекает в две фазы. 
В первую фазу (в норме на 7 сутки) в результате 
разделения эмбриобласта образуются два лист-
ка: эпибласт (наружный) и гипобласт (внутрен-
ний). Во второй фазе (на 14 сутки) формируются 
первичные структуры будущего эмбриона — ме-
зодерма и хорда. Одновременно в стадию гастру-
ляции происходит образование внезародышевых 
органов: амниотического, желточного пузырьков 
и хориона, которые в дальнейшем у homo sapiens 
обеспечивают условия для питания и развития за-
родыша [2].

На второй стадии гаструляции (15–17 сутки) из 
выроста (ножки) амниотического пузырька вырас-
тает тяж из зародышевого отдела кишечной труб-
ки — аллантоис, который обеспечивает в дальней-
шем васкуляризацию хориона. К этому времени 
у эмбриона уже сформированы три зародышевых 
листка, внезародышевые структуры, возникает 
дифференцировка зародышевых листков и начи-
нается закладка основных зачатков органов [2, 15].

К 35 суткам жизни у эмбриона четко выявля-
ются признаки гисто- и органогенеза, имеются 
морфологические признаки большинства органов. 
Считается, что к концу 8 недели эмбриогенез за-
вершается и наступает плодовый период внутри-
утробного развития зародыша [2].

К этому времени сформировавшиеся пуповин-
ные сосуды эмбриона полностью соединяются 
с капиллярами эмбрионных ворсин и образуется 
эмбриоплацентарная циркуляция крови. Помимо 
этого, к 16–17 неделям начинает функционировать 
другой, плацентарный, канал обмена продуктами 
метаболизма организмов плода и матери, сфор-
мированный из децидуальной ткани, цитотрофо-
бласта и амниотической оболочки. Такими двумя 
путями обеспечивается постоянный энергетиче-
ский и информационный обмен между организма-
ми матери и плода на протяжении всей беремен-
ности [2, 16].

Важнейшая роль в этих процессах принадлежит 
также желточному мешку, который образуется из 
эндобластического пузырька еще в период плацен-
тации. В конце третьей недели после оплодотво-
рения (на 19 день) в желточном мешке начинают 
образовываться очаги эритропоэза, формирующие 
капиллярную сеть, доставляя эритробласты в пер-
вичную кровеносную систему плода. Кроме того, 

на пятой неделе после оплодотворения в желточ-
ном мешке начинают продуцироваться первичные 
половые клетки, которые затем мигрируют в фор-
мирующиеся гонадоэмбрионы [2, 11].

К тому же в этот период вплоть до шестой 
недели с момента оплодотворения желточный 
мешок выполняет функции первичной печени, 
продуцирует необходимые эмбриону белки: α-фе-
топротеин, α2-микроглобулин, трансферрины. 
В целом ткани желточного мешка выполняют 
многочисленные функции: обменную, синтети-
ческую, гемопоэтическую, иммунорегуляторную, 
экскреторную до момента образования соответ-
ствующих органов и систем. Лишь в конце перво-
го триместра эмбриогенеза функции желточного 
мешка как участника метаболических процессов 
прекращаются, он превращается в ничтожно ма-
ленькую кисту у основания пуповины.

Если происходит сбой процесса эмбриогенеза 
и желточный мешок преждевременно прекраща-
ет функционировать, а соответствующие органы 
плода (печень, селезенка, ретикула — эндотели-
альная система и др.) еще окончательно не сформи-
рованы, то, как правило, происходит гибель плода 
и самопроизвольный (несостоявшийся) аборт [2].

С начала второго триместра взаимоотношения 
матери и плода разительно изменяются, приобре-
тают более сложный характер. Прежде всего, это 
касается способа доставки пластического мате-
риала и процессов энергообеспечения для роста 
плода. Стоит сопоставить размеры и массу плода 
в конце первого триместра и перед родами, и ста-
нет ясно, что для такой галопирующей прибавки 
массы тела необходимы иные условия доставки 
питательных веществ к плоду, по сравнению с на-
чальным периодом гестации.

Для плацентации и эмбриогенеза зародыш 
использует несколько источников энергии: соб-
ственные ресурсы, питательные вещества, зара-
нее накопленные в клетках эндометрия, продукты 
метаболизма желточного мешка, а также энерге-
тические компоненты материнской крови, содер-
жащейся в лакунах. Но, как очевидно, все пере-
численные источники в совокупности способны 
обеспечить энергией лишь процессы нидации 
оплодотворенной яйцеклетки и ее многократного 
деления, а также дифференцировки клеток для за-
кладки будущих органов и систем развивающего-
ся эмбриона [2, 12–14].

Поэтому для стремительно возрастающих 
запросов развивающегося эмбриона необходи-
мы иные, более адекватные источники питания. 
У homo sapiens эту функцию берет на себя пла-
цента — временное функциональное образование, 
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регулирующее объем и характер обменных про-
цессов между организмами матери и плода на про-
тяжении 29 недель гестационного периода [2].

Заключение
Обобщая, можно сформулировать следующие 

ключевые положения [1].
I.  Основные адаптационные механизмы ор-

ганизма беременной, обеспечивающие внутри-
утробное развитие плода:

1.  Обеспечение трофики, развития и защиты 
эмбриона в первом триместре беременности пу-
тем накопления питательных веществ в клетках 
децидуальной оболочки.

2.  Преимущественные изменения интенсив-
ности кровотока в матке на стороне имплантации.

3.  Активное формирование структур пла-
центы и постоянная фетозависимая коррекция ее 
фракций.

4.  Сохранение (оптимизация) жизненно необ-
ходимых параметров собственного физиологиче-
ского гомеостаза.

II.  Адаптационные реакции плода, обеспечи-
вающие его жизнедеятельность и развитие:

1.  Накопление в составе бластоцисты пита-
тельных веществ для трофики в начальные фазы 
эмбриогенеза.

2.  Защита от внешних влияний путем образо-
вания блестящей оболочки.

3.  Создание структур трофобласта, участву-
ющих в имплантации, трофике и собственной за-
щите на ранних этапах эмбриогенеза.

4.  Модуляция эндокринного баланса матери 
путем синтеза специфических белков и гормонов 
хорионом.

Совокупность и сопряженность перечислен-
ных и некоторых других механизмов составляет 
понятие «адаптационный синдром».

При нарушении хотя бы одного из адаптаци-
онных механизмов в организме мгновенно вклю-
чается каскад защитно-компенсаторных реакций, 
результатом чего, как правило, является восста-
новление параметров физиологического гомеоста-
за, то есть организм беременной, несмотря на на-
личие внутриутробно развивающегося плода, 
в определенной степени сохраняет способность 
к саморегуляции своих функций.

Но при периодически повторяющихся и, тем 
более, хронических стрессовых факторах компен-
саторные механизмы организма матери истощают-
ся, и он переходит на формирование компенсатор-
ных, но патологических механизмов, способных 
в известной степени создать условия, приемлемые 
для продолжения жизни плода, даже в ущерб соб-

ственному здоровью. Другими словами, возника-
ют состояния, в акушерской клинике получившие 
название «осложнения беременности».

Также можно отметить, что исследования 
по следующим направлениям позволят расширить 
понимание адаптационных механизмов женского 
организма, способствующих внутриутробному 
развитию плода, а также полученные данные по-
могут сформировать более глубокий научный об-
зор и разработать практические рекомендации для 
поддержания здоровья беременных женщин и раз-
вивающихся плодов:

- раскрытие роли эпигенетики в передаче ин-
формации о влиянии материнского организма 
на плод и его развитие;

–  анализ взаимосвязи между составом ми-
крофлоры в репродуктивных органах и здоровьем 
плода, возможностью трансмиссии микроорганиз-
мов на следующее поколение;

–  анализ влияния стресса, депрессии и дру-
гих психоэмоциональных факторов на адаптаци-
онные механизмы и здоровье плода;

–  выявление влияния гормональных из-
менений у матери на интраутробное развитие 
и адаптивные процессы у плода;

–  определение влияния загрязнения окру-
жающей среды, включая токсичные вещества, 
на развитие плода и адаптационные механизмы 
материнского организма;

–  определение оптимального уровня физиче-
ской активности и диеты для поддержания здоро-
вья матери и правильного развития плода.
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