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Несмотря на постоянное совершенствование методов хирургического 

лечения и интенсивной терапии, внедрение в клиническую практику 

новейших технологий и современных лекарственных препаратов, 

распространенный перитонит до настоящего времени остается одним из 

самых частых и грозных осложнений в абдоминальной хирургии [1, 4, 5, 8,  

13, 16, 19]. Средние показатели летальности при распространенном 

перитоните удерживаются на уровне 20-30%, достигая при наиболее тяжелых 

его формах 50-70%, и не имеют существенной тенденции к снижению на 

протяжении последних десятилетий [10, 13, 14, 17, 22].  В связи с этим, 

проблема разработки и внедрения в клиническую практику новых подходов к 

решению вопросов по улучшению результатов лечения перитонита сохраняет 

свою актуальность.  

Перспективным в этом направлении является применение методик 

локального и системного использования озонотерапии. Благодаря широкому 

диапазону лечебных свойств озона, проявляющихся в антиоксидантном,  

антигипоксантном, бактерицидном, противовоспалительном,  

иммуномодулирующем и анальгезирующем воздействии, озонотерапия 

заслуженно получает все большее распространение в лечении острой 

хирургической патологии, в частности, больных с перитонитом [10, 20, 27, 

30, 36].  

Известно, что ключевая роль в метаболической перестройке организма при 

распространенном гнойном перитоните принадлежит системной клеточной 

гипоксии, приводящей к развитию выраженного энергодефицита и генерации 

свободнорадикальных процессов в тканях различных органов и систем. 

Свободные радикалы обладают ярко выраженным свойством клеточной 

альтерации и, распространяясь через систему кровообращения далеко за 

пределы первичного очага деструкции, приводят к повреждению клеточных 

мембран с последующим цитолизом в жизненно важных органах и системах 

и развитием их функциональной недостаточности [17, 20]. 
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Вступая в реакции с многочисленными липидными компонентами цельной 

крови и плазматических мембран клеток, озон способствует увеличению 

активности клеточных ферментов, заинтересованных в метаболизме 

кислорода и ослабляющих перекисное окисление липидов: 

глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы, супероксиддисмутазы, 

каталазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы [6, 7, 8]. При этом снижается 

кислородное голодание тканей, повышается метаболическая активность 

форменных элементов крови и тканевых клеток, что сопровождается 

возрастанием активности ферментов дыхательной цепи и окислительного 

фосфорилирования, приводя к восстановлению энергообразования [17, 19, 

30, 37]. 

Антигипоксический эффект озона сопровождается улучшением 

кислородотранспортной функции крови, ее реологических свойств и 

активацией биоэнергетических процессов за счет увеличения концентрации 

кислорода в плазме [6, 10, 12, 17]. В результате озонолиза фосфолипидов 

мембран эритроцитов повышается их резистентность  и деформабельность, 

что способствует увеличению парциального давления кислорода крови и 

восстановлению микроциркуляции.  Уменьшается количество деструктивно 

измененных форменных элементов. Важным является усиление процессов 

утилизации глюкозы эритроцитами [7, 10, 19, 28, 32].  

В процессе взаимодействия озона с клетками крови отмечено смещение рН 

среды в щелочную сторону.  Это происходит за счет взаимодействия озона с 

карбонатным буфером, изменения ионного состава форменных элементов 

крови, а также реакции озона с белковым буфером. При этом отмечается 

снижение скорости оседания эритроцитов, уменьшение лейкоцитоза и 

лейкоцитарного индекса интоксикации [6, 16, 17].  

Благодаря оптимизации периферического кровообращения, 

озонокислородная смесь способствует снижению тонуса артериол, 

раскрытию нефункционирующих капилляров  и  улучшению работы 

компенсаторных коллатеральных анастомозов с пролонгированным 
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эффектом. В результате налаживается полноценное кислородное обеспечение  

ишемизированных тканей, улучшается энергетический обмен, и,  в  конечном  

итоге,  в  очаге  воспаления  усиливаются процессы синтеза  [8, 11, 29, 30]. 

Повышение окислительного потенциала крови индуцирует 

метаболические процессы в печени, что проявляется улучшением её 

детоксикационной функции, катаболизма стероидных гормонов, изменением 

чувствительности к инсулину [3, 7, 17]. При различных гипоксических 

состояниях защитное действие озона характеризуется  уменьшением степени 

выраженности дистрофических изменений в гепатоцитах и сохранением 

в печени нормальных уровней глюкозы, глюкозы-6-фосфата, пирувата, а 

также гликогена, обладающего антиоксидантными свойствами посредством 

образующейся из него глюкуроновой  кислоты [12]. Кроме того, озон 

способствует увеличению количества неизмененных митохондрий, 

сохранению обычного строения эндоплазматического ретикулума, росту 

численности лизосом и гранул гликогена. Благодаря стимуляции механизмов 

преобразования жировых энергетических субстратов в легко утилизируемые 

углеводные, применение озона существенно снижает вероятность развития 

жировой дистрофии и преобразования жирных кислот в токсические 

кетоновые продукты [20, 28, 29, 33].  

Основной реакцией детоксикации в печени является реакция окисления 

токсинов на цитохроме Р-450, действующем в составе окислительно-

восстановительной ферментной цепи. Биохимические исследования 

показали, что в результате системного применения медицинского озона 

содержание цитохрома P-450 в печени возрастает [3, 7, 37].   

Таким образом, под влиянием озонотерапии происходит активация 

внутриклеточных механизмов пластической, гликолитической и 

антиоксидантной функции гепатоцитов. Взаимосвязанное функционирование 

этих механизмов лежит в основе улучшения многих сторон деятельности 

печени, в том числе и антитоксической [31]. 
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В литературе имеются сведения, подтверждающие  иммуномодулирующее  

действие медицинского озона [6, 7, 12, 22, 25, 28]. В частности, под влиянием 

методик озонотерапии активируется процесс фагоцитоза, который в 

значительной степени зависит от концентрации кислорода в периферической 

крови, а также от его доступа в ране. При длительно незаживающих ранах 

морфологически отмечается изменение клеточного состава воспалительного 

инфильтрата с преобладанием процессов регенерации над процессами 

распада [1, 8, 38].  

Антибактериальное действие озона может быть реализовано  и путем 

прямого окислительного эффекта [9]. Локальная активность в отношении  

микроорганизмов связана с нарушением их оболочки вследствие окисления 

фосфолипидов и липопротеинов, повреждения полипептидных цепей. 

Минимальные дозы озона вызывают местные повреждения мембран, 

прекращая процесс деления бактериальных клеток. Более высокие дозы 

вызывают повреждения ряда ферментативных, транспортных и рецепторных 

систем, обеспечивающих жизнедеятельность бактериальной клетки, приводя 

к ее гибели в результате поражения дыхания и возрастания проницаемости 

цитоплазматической мембраны  [2, 39].  

Согласно литературным сведениям, медицинский озон способен 

инактивировать микроорганизмы, обладающие факторами лекарственной 

устойчивости. Отмечено, что концентрация озона, равная 4 мг/л, полностью 

подавляет рост стафилококка, кишечной палочки, протея и клебсиеллы в 

количестве до 104 КОЕ/г ткани. При более высокой степени обсемененности 

ткани происходит неполная инактивация микроорганизмов с одновременным 

повышением их чувствительности к антибактериальным препаратам [6, 21].  

Важно иметь в виду, что для медицинского озона присущи и 

анальгезирующие свойства. Местный обезболивающий эффект (к примеру, 

при озонировании брюшной полости) принято связывать как с уменьшением 

воздействия бактерий и их токсинов на нервные окончания париетальной и 

висцеральной брюшины, так и с блокирующим влиянием озона на 
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периферические нервные окончания [24, 25]. Обезболивающий эффект 

системной озонотерапии связан с непосредственным окислением белков-

алгопептидов, которые образуются в месте повреждения тканей и принимают 

участие в передаче болевых импульсов в головной мозг [12].  Клинически 

анальгезирующее действие озона выражается в уменьшении потребности в 

наркотических препаратах и наиболее выражено при реинфузии 

озонированной аутокрови  [10]. 

При экспериментальном перитоните местное применение озона уменьшает 

интенсивность процесса спайкообразования [27]. Таким образом, 

озонотерапия оказывает положительное воздействие на основные 

этиологические и патогенетические звенья распространенного перитонита.  

Распространенными в клинической практике методиками локальной 

озонотерапии при перитоните являются интраоперационная санация 

брюшной полости и послеоперационный перитонеальный лаваж, метод 

пристеночно-полостной санации кишечника, а также введение внутрь 

озонированной дистиллированной воды [4, 18, 23, 26, 34, 35]. 

Интраоперационная перитонеальная санация включает тщательное 

промывание брюшной полости озонированным физиологическим раствором 

в объеме четырех-пяти литров с концентрацией 4-5 мг/л после устранения 

источника перитонита. Послеоперационный перитонеальный лаваж  

осуществляется путем введения в брюшную полость через дренажные трубки 

озонированного хлорида натрия с концентрацией озона 4 мг/л [15]. 

Эффективным энтеральным методом озонотерапии в комплексном 

лечении острого распространенного перитонита является метод пристеночно-

полостной санации кишечника [4, 7, 14, 18, 21]. Для его проведения 

разработан специальный зонд со спирально закрепленными на нем полыми 

трубками, имеющими щелевидные клапаны для подачи лекарственных 

растворов. Результаты эксперимента и клинической апробации метода 

свидетельствовали о его  наибольшей эффективности в сочетании с санацией 

брюшной полости. Так, у больных распространенным перитонитом в ранние 
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сроки происходило купирование синдрома эндогенной интоксикации и 

ликвидация пареза кишечника, отмечалась более низкая частота 

инфекционных осложнений, что способствовало снижению летальности на 

9,5% [4].  

В местной озонотерапии распространенного перитонита, наряду с 

использованием озонированного физиологического раствора и 

озонокислородной смеси, изучается эффективность экспериментального 

использования озонированного перфторана [5]. Показано, что 

озонированный перфторан оказывает более выраженное протекторное 

влияние на факторы неспецифического иммунитета по сравнению с другими 

растворами.  

Немаловажное значение среди методик местного применения 

озонотерапии в комплексном лечении перитонита играют 

программированные видеолапароскопические озоновые санации брюшной 

полости. По данным А.С. Снигоренко и А.К. Мартынова [26], эта методика 

применялась у 116 больных с распространенным перитонитом.  Всем 

пациентам после устранения источника перитонита проводились санация и 

дренирование брюшной полости, интубация кишечника. Больным основной 

группы на передней брюшной стенке в мезогастрии оставляли два 

лапаропорта, через которые проводились сеансы программированных 

видеолапароскопических озоновых санаций спустя 12-24  часа после 

операции и далее ежедневно по показаниям. Санации брюшной полости с 

удалением токсического выпота сочетали с дезинтеграцией рыхлых спаек 

под визуальным контролем. По результатам наблюдений в основной группе 

отмечено достоверное, по сравнению с контрольной, снижение маркеров 

эндогенной интоксикации: лейкоцитоза, лейкоцитарного индекса 

интоксикации, концентрации молекул средней массы  уже к третьим суткам 

от начала лечения. К пятым суткам отмечалось разрешение пареза 

кишечника, подтвержденное данными периферической полиэлектрографии и 

фоноэнтерографии. На третьи сутки у 81,3% больных основной группы 
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отмечено отсутствие роста микрофлоры в промывной жидкости, на пятые – 

результаты посевов у всех больных были отрицательными.  

Программированные видеолапароскопические озоновые санации брюшной 

полости позволили в 100% случаев добиться хорошего функционирования 

дренажей, в то время как несостоятельность дренажей брюшной полости в 

контрольной группе отмечена в 23,1% [23, 26] .   

Методика ректальной инсуффляции газообразной озонокислородной смеси 

сочетает в себе местное противовоспалительное и антибактериальное 

действие, а также системное воздействие на организм пациента.  Ряд авторов 

рассматривает ректальную инсуффляцию как  методику общей озонотерапии, 

являющейся альтернативой внутривенному введению озонированного 

физиологического раствора или большой аутогемотерапии [21, 31]. 

Ректальные инсуффляпии с озоном при распространенном перитоните 

применяют с целью борьбы с токсемией и для стимуляции моторики 

кишечника. Методика осуществляется при помощи шприца Жане со 

специальным пластмассовым наконечником со вторых-третьих суток 

послеоперационного периода через день.  Время введения озона составляет 

от 0,5 до 5-10 минут. Важными критериями эффективности проводимого 

лечения являются тяжесть эндотоксикоза и состояние микроциркуляции 

крови в кишечной стенке, данные электро- и фоноэнтерографии [14, 35]. 

К парентеральному применению медицинского озона относятся такие 

методики, как внутривенное, в том числе регионарное введение 

озонированного физиологического раствора и  большая аутогемотерапия с 

озоном [7, 8, 15, 34]. 

Эффективность использования внутривенного введения озонированного 

физиологического раствора при распространенном перитоните доказана в 

работе А.А. Рябова [22]. Больным в основной группе, наряду с санацией 

брюшной полости, озонированный физиологический раствор вводился 

внутривенно. Исследование позволило сделать вывод о том, что 

внутривенная озонотерапия обладает выраженным детоксикационным и 
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стресс-протекторным воздействием, способствует деблокированию системы 

микроциркуляции и улучшает перфузию тканей [22].  

Одним из парентеральных методов применения медицинского озона в 

лечении перитонита  является большая аутогемоозонотерапия [10]. Методика 

предусматривает интраоперационную нормоволемическую гемодилюцию с 

реинфузией озонированной аутокрови. Возврат озонированной аутокрови 

больному осуществляется во время операции до ушивания передней 

брюшной стенки.  Под воздействием методики у больных распространенным 

перитонитом уменьшалось количество послеоперационных осложнений на 

фоне ограничения количества потребляемых антибиотиков и анальгетиков 

[10]. 

В.В. Новомлинский [7]  в эксперименте разработал способ 

антигипоксической защиты печени путем внутрипортального введения 

озонированного физиологического раствора. Автором сделан вывод об 

отсутствии прооксидантного действия у  озонированного физиологического 

раствора в терапевтическом диапазоне. Отмечено, что применение 

озонированного физиологического раствора позволяет предотвратить 

развитие тяжелой печеночной недостаточности и получить высокий процент 

выживаемости при длительных сроках выключения печени из 

кровообращения [7].  

Таким образом, полинаправленность патогенетических эффектов в 

сочетании с разнообразием методик системного и локального использования 

медицинского озона свидетельствуют об эффективности его использования и 

перспективах дальнейшего совершенствования комплексной интенсивной 

терапии распространенного перитонита.  

METHODS OF LOCAL AND SYSTEM OZONE THERAPY FOR DIFFUSE 

PERITONITIS TREATMENT 

 

Yu.S.Vinnik, A.N.Aksyutenko, S.I. Tyapkin, O.V. Teplyakova 
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Abstract. The paper presents modern data on main mechanisms and biological 

effects of medical ozone. Local and system applications of ozone in complex 

treatment of diffuse peritonitis are also discussed. The methods of ozone therapy 

and their efficiency proved on experimental animals as well as their application in 

clinical practice are described.  

Key words: ozone, peritonitis, ozonized physiological solution, local ozone 

therapy, system ozone therapy.  
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Резюме. В обзоре представлены современные сведения об 

иммунологических особенностях инфекционного мононуклеоза ВЭБ-

этиологии у детей. Установлена взаимосвязь клинических проявлений 

заболевания и иммунологических механизмов реагирования при 

инфекционном процессе.  
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На современном этапе развития медицинской науки инфекционный 

мононуклеоз (ИМ) продолжает оставаться актуальной проблемой 

педиатрической практики [1, 2, 4, 6]. Это обусловлено, в первую очередь,  

влиянием ВЭБ-инфекции на иммунную систему [4, 5, 7, 10]. Установлена 

способность вируса Эпштейна-Барр (ВЭБ) блокировать и обходить многие 

уровни иммунной защиты и успешно модифицировать иммунный ответ 
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человека [8, 10, 13]. Учитывая эволюционно сложившийся тропизм 

герпесвирусов, в том числе ВЭБ, к иммунокомпетентным клеткам и 

эпителию слизистой оболочки респираторного тракта, можно полагать, что 

инфицирование ими может снижать активность иммунокомпетентных 

клеток, факторов местной иммунной защиты дыхательных путей, а это 

способствовать развитию рецидивов и неблагоприятных исходов заболевания 

[1, 7, 13, 17, 19, 25].  

Данные многих исследований свидетельствуют, что перенесенная ВЭБ-

инфекция является одним из факторов риска нарушения иммунологической 

реактивности [4, 5, 7, 13, 15, 16, 18, 20, 21, 23].  

До недавнего времени ИМ, вызванный ВЭБ, считался 

самоограничивающимся заболеванием, так как основным клинико-

патогенетическим проявлением этой инфекции является доброкачественный 

лимфопролиферативный процесс [2, 3, 6, 9, 14, 18, 24] 

Однако на современном этапе иммунологами накоплен достаточный 

материал, освещающий вопросы иммунопатологии и иммунорегуляции при 

ВЭБ-инфекции, что заставило пересмотреть отношение к этому заболеванию, 

как к абсолютно доброкачественному и доказать возможность его затяжного 

и хронического течения [4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 18, 25]. 

Предположение о доброкачественности ИМ, обусловленного ВЭБ, которая 

признается преобладающим большинством исследователей, основано на том, 

что острый период заболевания в большинстве случаев заканчивается 

клинически благополучно [1, 2, 6, 14, 16, 18]. Как правило, регистрируется 

обратное развитие основных клинических симптомов: завершение 

ангинозного периода, купирование признаков инфекционного токсикоза, 

таких как бледность кожных покровов, вялость, рвота, снижение аппетита, 

нормализуется температурная реакция. По завершении стационарного 

лечения у большинства детей значительно уменьшаются проявления 

поражения лимфоидного аппарата – шейный лимфаденит, полиадения, 

изменения со стороны носоглотки, гепатолиенальный синдром, отмечается 
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относительная нормализация  гематологических изменений. И, тем не менее, 

по данным Л. А. Гульман с соавт. [6], около двух третей больных на момент 

выписки из стационара имеют остаточные проявления заболевания, которые 

касаются чаще всего изменений со стороны лимфатической системы и 

печени. Умеренное увеличение лимфоузлов шейной группы отмечается 

практически у всех реконвалесцентов ИМ, а около 20 % больных, по данным 

В.В. Фомина с соавт. [24], к концу года имеют объективное увеличение 

печени, не связанное с какой-либо иной гастроэнтерологической патологией. 

Ряд авторов определяют поражение печени при ИМ как специфический 

вирусный гепатит, выдвигая необходимость длительной диспансеризации 

для определения значения этого заболевания в формировании хронического 

гепатита [22, 26, 28, 29, 31, 34, 38, 42, 45]. Сведения об остаточных явлениях 

в виде астенического синдрома, учащения острых респираторных вирусных 

инфекций, переход детей после перенесенного ИМ в группу часто болеющих 

встречаются еще в литературе 80-х годов ХХ века [24], однако объяснить, 

какие механизмы способствуют самоограничению болезни, как 

осуществляется иммунологический контроль над заболеванием, стало 

возможным только с введением в клиническую парктику современных 

методов иммунологического обследования [4, 8, 12, 15, 16, 17, 20].  

На современном этапе схему иммунопатогенеза ИМ, вызванного ВЭБ, 

можно представить следующим образом. Вирус Эпштейна-Барр, 

обработанный фагоцитарными клетками, адсорбируется на В-лимфоцитах, не 

разрушая инфицированные клетки, а вызывая их размножение. Основной 

механизм уничтожения инфицированных В-лимфоцитов – это образование 

специфических цитотоксических клеток, способных распознавать 

инфицированные лимфоциты. Однако этот механизм отнюдь не совершенен; 

он, со своей стороны, вызывает значительные иимунопатологические 

изменения. Во-первых, при интенсивном распаде В-лимфоцитов выделяются 

липопротеиды, обладающие выраженными пирогенными свойствами и 

оказывающие токсическое действие на печень, во-вторых, из разрушенных 
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клеток выделяется в кровоток значительное количество антигена вируса, и 

происходит новое заражение незадействованных в патологическом процессе 

В-лимфоцитов [24, 27, 30, 35, 39, 40, 41, 44]. В остром периоде ИМ в крови 

больных значительно возрастает количество Т-лимфоцитов, обладающих 

супрессорными свойствами, по сравнению с Т-хелперами [4, 12, 15, 16, 17]. 

Супрессорное воздействие Т-лимфоцитов распространяется на В-лифоциты: 

таким образом, происходит торможение индуцированной ВЭБ пролиферации 

лимфоцитов. Возможно их подавляющее воздействие и на Т-хелперное звено 

иммунитета, что объясняет снижение количества последних в остром 

периоде болезни. Результатом процентного снижения Т-хелперов, является 

значительное снижение индекса дифференцировки Тx/Тc [4, 12, 17]. 

Особенностью иммунологических реакций при ИМ является склонность их к 

системному поражению, нарушение процессов дифференцировки, 

дисрегуляция, что определяет иммунорегуляторный дисбаланс острого 

периода болезни [9]. СD8+ – лимфоциты распознают и разрушают 

инфицированные вирусом клетки, что способствует ограничению 

заболевания и в конечном итоге клиническому выздоровлению. Низкие 

количества СD8+ – лимфоцитов при ИМ косвенно свидетельствуют об 

изменении характера реагирования иммунной системы, а у больных 

регистрируется вялое, затяжное течение болезни с длительным периодом 

реконвалесценции и осложнениями [12, 15, 17]. Зачастую в субпопуляциях Т-

лимфоцитов происходит нарастание абсолютного количества 

цитотоксических клеток, однако при увеличении супрессорной активности не 

происходило снижения уровня Т-лимфоцитов с хелперной активностью. 

Подобная разбалансированность в регуляции иммунного ответа приводит к 

длительным иммунологическим нарушениям и способствует затяжному, 

негладкому течению заболевания [9, 12, 15].  

В остром периоде ИМ в результате антигенного раздражения развивается 

лимфопролиферативный процесс, отражением которого является увеличение 

размеров иммунокомпетентных органов и числа Т-лимфоцитов [32, 33]. 
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Таким образом, отмечается параллелизм между формой тяжести заболевания 

и гематологической картиной, представленной в основном воспалительными 

изменениями с наличием атипичных мононуклеаров, которые и 

представляют собой В-лимфоциты, иммортилизованные ВЭБ. Чем тяжелее 

форма болезни, тем значительнее выражены изменения крови [24]. Принято 

считать гематологическим признаком заболевания увеличение числа 

атипичных мононуклеаров в лейкограмме свыше 10 %. По современным 

представлениям, особенностью ИМ у детей дошкольного возраста в 

последние годы является умеренная выраженность общей мононуклеарной 

реакции по анализам периферической крови, при этом количество атипичных 

мононуклеаров может составлять менее 10 %. [2]. Однако в данном случае 

может иметь значение позднее поступление больного в стационар, а также 

частота и кратность взятия анализов крови на исследование [24]. 

Симптоматика ИМ по сути, представляет собой неспецифическую 

клинически манифестную реакцию ретикулоэндотелиальной системы на 

инфекционный процесс, развивающуюся при взаимодействии 

макроорганизма с различными патогенами [9]. В. Ф. Фомин с соавт. 

отмечают прямо пропорциональную зависимость между числом Т-

лимфоцитов и степенью увеличения лимфатических узлов и 

паренхиматозных органов. Этот факт убедительно свидетельствует о 

единстве механизмов поражения лимфоидно-ретикулоэндотелиальной 

системы при ИМ, в том числе, и лимфоидно-ретикулярной системы печени. 

Гепатомегалия является одним из характерных симптомов ИМ, однако 

единого мнения о характере поражения печени и длительности этих 

изменений нет. По данным Л. А. Гульман с соавт. [6], у преобладающего 

большинства больных ИМ наблюдается гепатолиенальный синдром с 

преимущественным увеличением печени, нежели селезенки.  

Поражение печени, вызванное ВЭБ, представлено широким спектром 

гистологических и клинических проявлений от гепатита до 

лимфопролиферативных поражений и даже лимфомы [38]. С помощью 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com


гибридизации «in situ», иммуноблотинга и ПЦР в гепатоцитах доказана роль 

ВЭБ в формировании ВЭБ-ассоциированных заболеваний печени [36, 37, 42, 

43]. Есть мнение, что ВЭБ не обладает прямым цитопатическим действием на 

печень, однако разрушение гепатоцитов вызывается токсическим действием 

свободных радикалов, участвующих в перекисном окислении липидов. У 

пациентов с ИМ обнаруживаются аутоантитела к ферменту супероксид-

дисмутазе, нейтрализующее их антиоксидантное действие. В результате 

свободные радикалы аккумулируются в гепатоцитах, вызывая деструкцию 

клеток и развитие холестаза [22]. Не менее значимы иммунологические 

механизмы в формировании реактивных гепатитов при ИМ. Существенное 

значение имеет нарушение количества иммунокомпетентных клеток, а 

именно, Т-хелперов, при этом аутоиммунный механизм поражения печени не 

является ведущим, что подтверждается высоким уровнем Т-супрессорной 

популяции лимфоцитов [24]. Установлено, что при желтушных формах ВЭБ-

гепатита ДНК возбудителя выявляется преимущественно в CD3+, CD4+ и 

CD8+ - лимфоцитах, тогда как при инфекционном мононуклеозе у пациентов 

без желтухи в основном инфицированы В-лимфоциты периферической 

крови, что указывает на возможное участие Т-лимфоцитов в развитии 

тяжелых форм острого ВЭБ-гепатита [29, 31]. 

Таким образом, несмотря на то, что желтушные формы ВЭБ-инфекции 

встречаются редко, а лабораторные изменения при среднетяжелой форме ИМ 

характеризуются, как правило, повышением аминотрансфераз при 

нормальном содержаний фракций билирубина, морфологические изменения 

в ткани печени характеризуются изменениями, типичными для острого 

гепатита и могут сопровождаться холангитом и эндотелиитом [22, 38]. 

Можно сказать, что регистрируемые в клинической практики объективные 

изменения печени при ИМ представляют собой лишь вершину айсберга, а 

воздействие ВЭБ на печень не ограничивается самолимитирующимся 

процессом [22].  
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Итак, инфицирование В-клеток в остром периоде ИМ влечет за собой 

нарушение баланса клеточной популяции лимфоцитов. Однако иммунные 

нарушения при ИМ носят комплексный характер, они касаются как 

клеточного, так и гуморального звеньев иммунитета [9, 12, 13, 15]. 

Поражение В-клеток приводит и нарушению формирования гуморального 

иммунитета. При этом антитела являются преимущественно лишь 

свидетелями иммунного ответа на вирус, а как вируснейтрализующие 

работают только в случае, когда вирус в результате литического варианта его 

репродукции (при гибели инфицированной клетки) распространяется от 

одной клетки к другой. В большинстве же случаев герпесвирусам удается 

распространяться из клетки в клетку по цитоплазматическим мостикам и 

избегать действия нейтрализующих антител [13]. Нам встретились сведения 

о незначительности изменений показателей гуморального иммунитета у 

больных ИМ, в связи с тем, что именно состояние клеточного иммунитета 

определяет как исход первичного инфицирования, так и частоту и 

направленность рецидивов заболевания [15]. Однако по другим данным, при 

ИМ повышается уровень иммуноглобулинов всех пяти классов, причем 

отмечается поликлональная природа активации их синтеза в остром периоде 

болезни [24]. Выявлено, что пик повышения антител регистрируется после 

пика гематологических и клинических признаков инфекционного 

мононуклеоза. В состав иммунных комплексов, образовавшихся в результате 

взаимодействия антиген-антитело входит IgM, что затрудняет их фагоцитоз; 

этому способствует наличие крупномолекулярных белков в их составе и 

низкий уровень гранулоцитов в периферической крови. Следствием этого 

является нарушение элиминации их из кровяного русла, а дальнейшая их 

циркуляция влечет за собой выделение антигена и компенсаторное 

увеличение лимфоцитов, что поддерживает персистенцию инфекции и 

предполагает возможность хронического течения заболевания [24, 43]. 

Особенность течения ИМ заключается не только в длительности периода 

реконвалесценции и наличии остаточных явлений, но и возможность 
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затяжных, рецидивирующих и хронических форм болезни. Клиническое 

выздоровление детей в периоде реконвалесценции не сопровождается 

восстановлением иммунного баланса в течение длительного времени, 

отмечено, что у детей, перенесших ИМ, не отмечается полного 

восстановления соотношения гранулоцитарных и мононуклеарных клеток и 

основных субпопуляций лимфоцитов. У пациентов, с вышеописанными 

изменениями в иммунном статусе, в клинической картине отмечаются 

умеренные симптомы интоксикации, лимфаденопатия шейных лимфоузлов, 

генерализованный лимфаденит, гипертрофия небных миндалин, повышается 

частота острых респираторных вирусных заболеваний [24].  

Таким образом, изменение показателей гуморального и клеточного звеньев 

иммунитета в остром периоде ИМ, пожизненная персистенция ВЭБ в 

организме человека, приводит в катамнезе к значительному снижению 

уровня Т-лимфоцитов за счет их хелперной популяции, вторичному 

нарушению гуморального иммунитета, что наряду с нейтропенией влечет за 

собой учащение бактериальных и вирусных инфекций и отражает суть 

заболевания как болезни иммунной системы [24, 36] .  

На современном этапе новые терапевтические подходы к лечению ИМ 

обусловлены иммунологическими нарушениями, характерными для данного 

заболевания. Наличие нарушений со стороны иммунной системы требует 

назначения дифференцированной иммунокоррекции в зависимости от 

ведущих механизмов их формирования [3, 4, 5]. 

INFECTIOUS MONONUCLEOSIS CAUSED BY THE EPSTEIN-BARR 

VIRUS IN CHILDREN: CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL 

PARALLELS 

 

M.B. Dryganova, G.P. Martynova, L.M. Kurtasova 

Krasnoyarsk State Medical University named after prof. V.F. Voino-Yasenetsky 

 

 

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com

http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com


Abstract. The review presents the data about immunological peculiarities of 

EBV mononucleosis in children. The relationship between clinical symptoms and 

immunological mechanism of reaction during  infectious processes is revealed.  

Key words: infectious mononucleosis, immunity, Epstein-Barr virus.  
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Резюме. В обзоре представлены современные исследования по использованию 

лазерной допплеровской флоуметрии (ЛДФ), ее роль в оценке  витальности 

пульпы при травме зубов, реваскуляризации при реплантации зубов, для оценки 

воздействия на кровообращение в пульпе ортодонтических сил и некоторых 

материалов, используемых в клинике для покрытия пульпы. Однако, несмотря 

на многочисленные литературные данные, практически отсутствует 

информация о различиях микроциркуляторного русла у мужчин и у женщин и 

при зубочелюстных аномалиях. 
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Заболевания пародонта являются одной из наиболее важных проблем 

современной стоматологии [1]. Ведущими пусковыми механизмами 
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заболеваний пародонта являются сосудистые сдвиги в виде нарушений 

микроциркулярного русла пародонта и развитие иммунопатологических 

реакций в его тканях [5]. По данным экспертов ВОЗ (1990) - у лиц в возрасте от 

35 до 44 лет уровень заболеваний пародонта составляет от 65 до 98%, а в 

возрасте 13 – 19 лет - от 55 до 95%.  

Впервые в 1940 году обосновал сосудистую концепцию патогенеза 

пародонтоза А. И. Евдокимов [2].  На современном этапе данная концепция 

обогатилась обширным фактическим материалом, полученным с помощью 

таких методов исследования сосудистого русла, как реография, 

фотоплетизмография, полярография, радиоизотопные методы. В последние 

десятилетия микроциркуляцию сосудов пародонта изучают методом лазерной 

допплеровской  флоуметрии (ЛДФ) [3, 6, 9, 37, 54]. 

ЛДФ, основанная на измерении допплеровской компоненты в спектре 

отраженного лазерного сигнала, рассеянного на движущихся эритроцитах, 

позволяет неинвазивно измерять величину перфузии ткани кровью, то есть 

определять величину потока эритроцитов в зондируемом лазерным излучением 

объеме ткани [1, 2, 38].  

В дополнение к амплитудно-частотному анализу ритмов кровотока 

проведение различных функциональных тестов позволяет более точно выявить 

нарушение микроциркуляции [53, 46, 47]. 

Результаты ЛДФ основаны на измерении скорости потока жидкости с 

помощью гелий-неонового лазерного спектрометра, анализ которых провели 

Yeh и Cummins в 1964 г., но научное обоснование частотной составляющей 

сигнала дали F. Durst и J. H. Whitelaw в 1971 году [28]. Основной целью  

применения ЛДФ стала оценка возможности проведения неинвазивной 

диагностики витальности пульпы при травме зубов, состояния их 

кровоснабжения после остеотомии верхней челюсти по Le Fort 1 и изучение 

механизмов регуляции кровотока в пульпе. В своих исследованиях в 2004 году 

по оценке витальности пульпы при травме постоянных верхних резцов у 52 

детей R. Emshoff с соавт. пришли к выводу, что диагностика достоверна, если 
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различие в результатах ЛДФ травмированного зуба и интактного у того же 

пациента будет не менее 3 перфузионных единиц [17].  

Отечественные ученые использовали метод ЛДФ в оценке 

микроциркуляторных изменений в пульпе зуба при жевательных нагрузках [7, 

8]. В 2002 году В. В. Белокопытова разработала критерии оценки степени  

микроциркуляторных нарушений при заболеваниях пародонта [4]. 

Использование ЛДФ в эксперименте на собаках при реплантации зубов [52] и 

в клинике [29] при травме позволило наблюдать реваскуляризацию пульпы, что 

дало основание говорить о возможности диагностики гибели пульпы в 95% 

случаев. С помощью ЛДФ A. L. Ritter с соавт. [39] в 2004 году  в эксперименте 

оценивали эффективность антибиотикотерапии на реваскуляризацию пульпы 

после реплантации зубов, а в 2003 году H. Strobl с соавт. [45] в клинике 

убедились в том, что потеря чувствительности реплантированных зубов делает 

ЛДФ важным клиническим  диагностическим методом. 

Ряд авторов использовали ЛДФ при остеотомии верхней челюсти, чтобы 

оценить ее влияние на кровообращение в пульпе верхних резцов и  их 

витальность. D. S. Ramsay с соавт. [34] сравнивали результаты, связанные с 

состоянием кровоснабжения пульпы в нижнем клыке, и нашли существенные 

различия. Подобные изменения наблюдали и другие авторы [15, 21, 32]. При 

этом изменения в кровоснабжении пульпы сопровождались позитивными 

сдвигами в данных электроодонтодиагностики [42]. При аналогичных условиях 

J. G. Buckley с соавт. [13] оценивали методические ошибки при проведении 

ЛДФ с помощью ручного держателя датчика и с помощью шины.  

В Китае о первых опытах по использованию ЛДФ было сообщено в 2000 

году X. Xu и Y. Li. Авторы заключили, что ЛДФ обладает большими 

потенциальными возможностями в изучении кровотока в пульпе зуба [50]. 

Большое количество работ было посвящено изучению достоверности 

результатов ЛДФ. R. D. Fratkin с соавт.[19]  проводили ЛДФ первого резца у 

детей до и после пульпэктомии и нашли существенные отличия, которые 

позволили заключить, что с помощью ЛДФ можно определять наличие или 
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отсутствие кровотока в пульпе. A. E. Ingolfsson с соавт. [25] применяли ЛДФ на 

интактных передних зубах и с некрозом пульпы и пришли к выводу, что чем 

меньше диаметр стекловолокна, тем метод более чувствителен к наличию 

некротизированной пульпы. Наряду с испытанием различного по диаметру 

стекловолокна, E. M. Roebuck с соавторами [35] оценивали информативность 

метода ЛДФ при диагностике витальности пульпы передних зубов при 

различной длине волны (633 и 780 нм), а также при различных частотах 

фильтра (3, 15 и 22 кГц). На добровольцах 23-28 лет также испытывались 

различные положения ЛДФ-датчика на зубе: в верхней трети, в центре и в 

пришеечной области [41].  

S. Mesaros с соавт. [30] оценивали возможности в диагностике витальности 

зуба двух лазерных допплеровских флоуметров — DRT4 (Moor 

Instruments Ltd) и Laserflo BPM2 (Vasamedics). Оба прибора показали, что 

существуют значительные различия в величине ЛДФ-сигнала между живыми 

и неживыми зубами, а также до и после проведения местной анестезии. 

Чувствительность метода к изменениям кровоснабжения пульпы изучалась с 

помощью температурных проб у добровольцев. Было отмечено слабое 

уменьшение кровотока в пульпе при снижении прикладываемой к зубу 

температуры — от 33 до 5 градусов С [11]. Yamaguchi с соавт. [51] повышали 

температуру в зубе с помощью их облучения ниадим-иттербий-алюминий-

гранатовым лазером (Nd:YAG) и одновременно наблюдали усиление кровотока 

в пульпе на ЛДФ-граммах, получаемых с помощью низкоинтенсивного лазера. 

В другом исследовании было установлено, что охлаждение зуба уменьшает 

кровообращение в пульпе, но не останавливает его [20]. Подтверждением тому 

явились результаты измерения температуры на поверхности и внутри зуба, 

проведенные в 2004 году E. Smith с соавт.[43] в условиях эксперимента. 

Исходя из того, что ЛДФ является неинвазивной электрооптической 

техникой, которая позволяет полуколичественно зарегистрировать кровоток в 

пульпе. D. Evans с соавт. [18] использовали ЛДФ в диагностике витальности 

пульпы B. Norer и соавторы [31] задались целью выявить индивидуальные и 
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межиндивидуальные различия кровотока в пульпе, определяемые с помощью 

ЛДФ Достоверное уменьшение величины ЛДФ-сигнала, которое происходит с 

возрастом, нашли M. Ikawa с соавторами [24]  при исследовании центральных 

интактных резцов у лиц в возрасте от 8 до 75 лет. 

Для изучения рассеивания света, проходящего через зуб при ЛДФ, M. Ikawa с 

соавт. [22] на удаленных первых верхних резцах размещали 2 световода. 

Измерения показали, что рассеивание света происходит довольно широко на 

обратной стороне зуба, при этом прошедший через зуб световой сигнал несет 

информацию о кровотоке в окружающих тканях. Исследования  S. Sooampon с 

соавт. [44] и S. Polat с соавт. [33] проводились на пациентах. Было установлено, 

что наложение коффердама достоверно и существенно уменьшает (на 73%) 

регистрируемый сигнал в интактном зубе.  

В 2002 году изоляцию десны с помощью коффердама проводили Y. Sano и 

соавторы [40] для оценки воздействия на кровообращение в пульпе 

ортодонтических сил. Было установлено, что длительное воздействие 

ортодонтических сил значительно уменьшает кровоток в пульпе.  К такому же 

выводу пришли M. Ikawa с соавт. [23]. 

Большой интерес представляют исследования, специально посвященные 

оценке влияния десны на результаты ЛДФ пульпы. При фиксации  датчика в 

акриловой шине, его располагали на зубе в пришеечной области. При этом 

было соблюдено 3 условия: десна ничем не покрывалась, на нее накладывали 

светонепроницаемую пасту с вестибулярной поверхности, с небной и с двух 

сторон одновременно. Было установлено, что, когда паста находится на 

вестибулярной поверхности десны, уровень ЛДФ-сигнала с зуба уменьшается 

на 46%, когда на небной поверхности — на 10%, когда на обеих сторонах — на 

63% [10].  По данным F. Csempesz и соавторов [14], кровоток в десне влияет на 

сигнал с пульпы зуба значительно меньше при ручной фиксации ЛДФ-датчика, 

чем при фиксировании его в специальном манипуляторе.  

Интересные результаты были получены T. Justus с соавт. [27]  при 

регистрации ЛДФ-граммы с десны и пульпы верхних фронтальных зубов 
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между 1-й и 3-й неделями после остеотомии верхней челюсти. Оказалось, что 

значительное увеличение кровотока в пульпе не было связано с кровотоком в 

десне. К такому же выводу пришли S. Vandenwijngaert и K. Vanlerberghe, 

оценивая влияние заболеваний пародонта и их лечения на витальность пульпы 

[48]. Взаимосвязь кровотока в мягких тканях десны с кровотоком в пульпе 

изучали G. M. Verdickt и P. V. Abbott [49] при проводниковой и местной 

анестезии.  

Другая группа авторов под руководством S. Polat [23] проводила ЛДФ 36 

зубов у 12 пациентов, которым после местной анестезии интактные зубы 

депульпировали, пломбировали канал и восстанавливали зуб пломбой. Было 

установлено, что через 10 минут после местной анестезии уровень кровотока в 

пульпе снижается на 30%. 

Так же с помощью ЛДФ изучались нервные механизмы регуляции кровотока. 

По увеличению уровня ЛДФ-сигнала при тепловом раздражении пульпы и 

полученной вазодилатации была подтверждена вероятность передачи 

раздражения с чувствительных волокон на вазомоторные по аксон-рефлексу 

[12].  

При введении вазоактивных медиаторов была зарегистрирована с помощью 

ЛДФ в пульпе вазоконстрикция, степень которой зависела от дозы медиатора и 

вводимых затем блокаторов [45].  

При использовании чувствительной и симпатической денервации было 

доказано, что в пульпе зуба существует вазодилатация сенсорного 

происхождения [16]. Введение антагонистов сенсорных нейропептидов 

вызывает вазодилатацию при раздражении пульпы [26]. H. Roeykens оценил с 

помощью ЛДФ микроциркуляцию пульпы зуба [36]. Доказано, что основными 

потребителями кислорода в пульпе являются одонтобласты [55, 56]. 

Микроциркуляторное русло в области пародонта у юношей было изучено С. 

Л. Бакшеевой, которая установила особенности микроциркуляции в области 

прикрепленной  и маргинальной десны в зависимости от конституции индивида 
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[2].  Достоинства применения ЛДФ в стоматологической практике были 

оценены В. В. Алямовским и С. А. Нарыковой [1].  

Таким образом, к настоящему времени ЛДФ  широко используется  в 

стоматологической практике для исследования сосудистых реакций на 

различные воздействия в области пародонта. Однако, несмотря на 

многочисленные литературные данные, практически отсутствует информация о 

различиях микроциркуляторного русла при аномалиях  зубочелюстной системы 

в зависимости от пола. 

BLOOD MICROCIRCULATION IN PARADENTIUM 

 

V.N. Chernov, E.P. Sharaikina, G.G. Manashev 

Krasnoyarsk State Medical University named after prof. V.F. Voino-Yasenetsky 

 

 

Abstract. The review presents the modern studies on application of laser Doppler 

fluorimetry (LDF).  The paper discusses the role of LDF in: estimation of pulp 

vitality after teeth trauma, revascularization after teeth reimplantation, the influence 

of orthodontic forces and some materials used for covering of pulp on blood 

circulation in pulp.  Despite a large amount of  literature data there is practically no 

information about the differences of blood microcirculation in men and women with 

tooth and jaw abnormalities.  

Key words: laser Doppler fluorimetry, paradentium, blood microcirculation.  
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Резюме. В представленной работе рассматривается возможность 

дифференцировки культивируемых на среде mTeSR стволовых эмбриональных 

клеток человека, пассируемых в кондиционированной среде в 

кардиомиоцитарном направлении.  
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Растущие потребности в клеточных технологиях диктуются возрастающим 

уровнем патологий сердечно-сосудистой системы и недостатком материала для 

трансплантации. Идеальной моделью для трансплантации являются 

кардиомиоциты благодаря их физиологическим и электрохимическим 

свойствам. Однако получение взрослых кардиомиоцитов в достаточном 

количестве для эффективной трансплантации невозможно в силу ограниченных 

количеств этих клеток, а также их возможности к пролиферации на 

терминальной стадии дифференцировки. Решением этой проблемы может стать 

трансплантация эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), которые способны 

замещать нефункциональные, склерозированные клетки сердечной ткани. 

Тансплантация недифференцированных ЭСК может приводить к образованию 

тератом, в этой связи целесообразно использование коммитированных в 

кардиомиоциты дериватов ЭСК. Хотя, эмбриональные клетки способны к 

спонтанной дифференцировке в кардиомиоциты при переводе их в суспензию и 

росте в виде эмбриональных телец [3, 4, 5], условия культивирования, а, 

возможно,  и индивидуальные особенности линий ЭСК существенно влияют на 

их способность к дифференцировке в конкретный клеточный тип. В настоящее 

время существуют различные способы коммитирования эмбриональных 

стволовых клеток к образованию кардимиоцитов. Общей чертой всех этих 

методов является стадия формирования эмбриональных телец. Некоторые 

исследователи [4, 7, 8, 9] предлагают способ сокультивирования 
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эмбриональных клеток с клетками мыши. Как правило, в качестве сокультуры 

используют висцерально-энтодермально подобные клетки мыши (END-2), 

получаемые из P19 клеток эмбриональной карциномы мышей. Метод 

сокультивирования даёт возможность получать кардиомиоциты с высоким 

выходом. При выращивании эмбриональных стволовых клеток на монослое 

клеток END-2  C. Mummery et al. [4] наблюдали появление спонтанно 

пульсирующих клеток. Однако Ch. Xu et al [7] высказывает опасения, что 

результатом сокультивирования эмбриональных клеток с клетками животных, в 

том числе с клетками линии END-2, а также культивирование клеток в среде, 

содержащей сыворотку, может  быть повышение иммуногенности клеток и 

заражение зоонозными агентами, что, несомненно, ограничивает возможность 

использования стволовых клеток в клинике. Ch.Xu et al. [7] предложил способ 

культивирования стволовых клеток в среде свободной от сыворотки, и 

включающей в себя следующие компоненты: креатин, карнитин, таурин и 

инсулин (CCTI-среда) [].  

Представляет интерес влияние ретиноевой кислоты на дифференцировку 

стволовых клеток. Ретиноевая кислота является активной формой витамина А и 

выполняет важные регуляторные функции во время развития зародыша. 

Показано, что обработка ретиноевой кислотой эмбриональных телец, 

полученных из ЭСК, в концентрациях от 10-7 до 10-8 М после 5 суток приводит 

к ингибированию адипогенеза и миогенеза и стимулирует дифференцировку 

клеток сердца и гладкой мускулатуры [6]. Эффект ретиноевой кислоты в своих 

работах установили Ch.Xu et al. (2002) [11] и С.Bauwens et al. (2005) [1]. 

При помощи трансфекции клеток плазмидой, содержащей флуоресцентную 

метку после промотора α-MHC, было показано, что обработка этих клеток 

ретиноевой кислотой значительно повышает экспрессию различных сердечных 

маркеров, включая GATA4, Nkx2.5, α-MHC, β-MHC и ANP, а также повышает 

количество пульсирующих областей кардиомиоцитов. Одновременно с этим 

было показано, что аскорбиновая кислота также может усиливать 

дифференцировку эмбриональных стволовых клеток мыши в нейроны [6]. 
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Становится очевидным, что основной задачей является разработка протокола 

получения кардиомиоцитарных предшественников в условиях отсутствия в 

среде животных компонентов (таких как сыворотка, фидер и т.п.). Одним из 

возможных подходов к решению данного вопроса – это использование 

синтетических сред как для культивирования ЭСК, так и для их дальнейшей 

дифференцировки. Одной из таких сред для первоначальной экспансии ЭСК 

является среда mTeSR компании StemcellTeq. Авторы настоящей публикации 

предположили, что, используя комбинацию стандартной среды ДМЕМ и 

mTeSR с добавлением факторов дифференцировки, можно получить 

кардиомиоцитарные предшественники из ЭСК в условиях, свободных от 

сыворотки и фидерного слоя клеток.  

Материалы и методы 

Эмбриональные стволовые клетки. В экспериментах по культивированию 

плюрипотентных клеток человека линии hESKM-05 (безфидерная animal-free 

линия, полученная ЦРМ г. Красноярска совместно с Институтом общей 

генетики РАН г. Москвы) первоначально, для наращивания биомассы, 

использовали основную среду mTeSR (StemcellTeq, USA) во флаконах, 

покрытых матригелем ( StemcellTeq, USA ). Пассирование ЭСК осуществляли с 

помощью 0,05% раствора  деспазы. 

Стимуляция дифференцировки ЭСК. Для стимуляции образования 

эмбриоидных телец ЭСК снимали деспазой, затем переносили в 

эмбриологическую чашку Петри (low adgesion) со средой коДМЕМ с 

добавлением 10% SR (Invitogen)(заменитель сыворотки), 100 мкг/мл 

канамицина сульфата, 1мМ L-глутамина (Hyclone), 1 мМ раствора 

незаменимых аминокислот (Sigma-Aldrich). В ряде экспериментов 

эмбриональные тельца культивировали в среде, содержащей 5-аза-2-

дезоксицитидин (2мкг/мл) или бутират натрия (2мкМ). Культивирование с 

этими агентами осуществляли в течение трех суток с последующим переносом 

эмбриональных телец во флаконы, покрытые 0,1% раствором желатина, в среду 

коДМЕМ с добавлением незаменимых аминокислот, глутамина, 10% SR, 
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ретиноевой кислоты  (10-7М), аскорбиновой кислоты (10нг/мл). Смену среды 

проводили каждые трое суток.  

Иммуноцитохимия. По истечении 14-х суток культивирования проводилась 

формальдегидная фиксация с последующей иммуноцитохимией клеток с 

помощью антител (все от Abcam, USA) против альфа-актинина, десмина и 

миозина. Выявление маркеров осуществляли методом согласно инструкции 

производителя антител. Ядра клеток окрашивали DAPI (0,1 мкг/мл) 10 мин. Для 

получения изображений и анализа использовали флюоресцентный микроскоп 

«Olympus BX-51» и программные продукты «Applied Spectral Imaging» (USA). 

Для анализа каждого  маркера эксперимент повторяли трижды, наращивая по 

три флакона, в каждом из которых случайным образом выделяли 6 зон для 

проведения анализа иммуноцитохимической реакции. Микроскопирование 

проводили по каждой зоне в 30 полях зрения. 

Результаты и обсуждение 

На сегодняшний день существуют различные протоколы получения 

дифференцированных дериватов кардиомиоцитарных клеток из стволовых. 

Однако в этих протоколах для культивирования ЭСК применяют 

культивирование на фидерном слое клеток и используются среды с 

добавлением сыворотки, что приводит к увеличению вероятности 

контаминации и повышает иммуногенность. Для избежания этого авторы 

публикации использовали для экспансии ЭСК среду mTeSR без животных 

компонентов и с помощью иммуноцитохимических методов оценивали 

потенциал ЭСК к дифференцировке в кардиомиоцитарном направлении при 

воздействии агентов дифференцировки (рис. 1). 
Рис.1. Иммуноцитохимия ЭСК и дериватов, культивируемых в среде коДМЕМ с 

добавлением незаменимых аминокислот, глутамина, 10% SR, ретиноевой кислоты 10-7М, 

аскорбиновой кислоты (10нг/мл) после обработки в течение 3-х суток 5-аза-2-

дезоксицитидином (2мкг/мл) (рис.1 б, д, з) или бутиратом натрия (2мкМ)(рис.1 в, е, и).  

Клетки фиксированы 1% формальдегидом в фосфатном буфере, обработаны антителами 

против альфа-актинина, миозина и десмина с последующим мечением вторичными 

антителами и детекцией флюоресценции. Контроль – клетки инкубировались в среде  
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коДМЕМ с добавлением незаменимых аминокислот, глутамина, 10% SR, ретиноевой 

кислоты 10-7М (рис.1 а, г, ж). 

 

Установлено, что предварительная экспозиция ЭСК с 5-аза-2-

дезоксицитидином или бутиратом натрия приводила к появлению экспрессии 

исследуемых маркеров по сравнению с контролем. Более того, в случае 

экспозиции с 5-аза- 2-дезоксицитидином через 14 дней появлялись 

сокращающиеся волокна, которые к 20-21 дню культивирования увеличивались 

в количестве (рис.2). 
 

Рис.2 Фазово-контрастная микроскопия культивируемых дериватов ЭСК человека в 

кардиомиоцитарном направлении после обработки 5-аза-2-дезоксицитидином, (рис. 2а -14-й 

день, рис.2б -20-й день). 

 

Исследование морфологии клеток показало, что ЭСК после культивирования 

в вышеописанных условиях способны приобретать кардиомиоцитарный 

фенотип.  Известно, что регуляция экспрессии генов в ЭСК находится под 

эпигенетическим контролем. 5-аза-2-дезоксицитидин является ингибитором 

ДНК-поддерживающей метилазы-2, а бутират натрия – ингибитором 

гистоновой дезацетилазы [10]. Эти два регулятора участвуют в поддержании 

эпигенетического статуса клетки в зависимости от ее состояния на уровне ДНК 

или на уровне конденсации хроматина. Это свидетельствует о наличии 

эпигенетического контроля дифференцировки при стимуляции ЭСК в 

кардиомиоцитарном направлении. 

Таким образом, результаты исследований  показали, что предварительная 

экспозиция эмбриональных стволовых клеток человека в комбинированной 

питательной среде, состоящей из  стандартной среды ДМЕМ и синтетической 

среды mTeSR, свободных от сыворотки и фидерного слоя клеток,  с 

добавлением факторов дифференцировки с ингибиторами метилаз и 

гистоновых дезацетилаз снимает эпигенетический блок дифференцировки, 

позволяя ЭСК коммитироваться в предшественники кардиомиоцитов. 
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Abstract. The presented paper considers the possibility of human embryonic stem 

cells, which were cultivated on mTeSR medium and passaged in the conditioned 

medium, to differentiate into cardiomyocyte direction.  
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