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Проблемы своевременной диагностики болезни

Крона, определение сроков и объема оперативного вме�

шательства, тактики ведения больного, на сегодняшний

день являются одними из спорных и не решенных в

современной колопроктологии. Это обусловлено отсут�

ствием четких представлений об этиологии и патоге�

незе болезни Крона (БК). Представляется актуальным

изучение патологических изменений в структурно�фун�

кциональных свойствах клеточных мембран у данной

категории больных, как одного из этапов в понимании

патогенетических механизмов развития болезни.

По результатам исследований, проведенных в лабо�

раториях научного центра реконструктивно�восстано�

вительной хирургии ВСНЦ СО РАМН, у больных с вос�

палительными заболеваниями толстой кишки (ВЗК),

при сложном взаимодействии секвестрированной в

просвете толстой кишки крови и продуктов жизнедея�

тельности нитратобразующих микроорганизмов, про�

исходит возрастание пула высокотоксичных мет�Hb и

гем�NO. Образовавшийся комплекс во много раз пре�

восходит действие бактериальных токсинов, обуслов�

ливая один из возможных механизмов клеточного по�

вреждения и системного воспалительного ответа. По

уровню накопления и химическому составу молекул

средней и низкой молекулярной массы, отражающих

суммарное содержание продуктов метаболизма, судят

об их повреждающем воздействии на клеточные мемб�

раны. В работах многих авторов установлена высокая

степень корреляции изменений свойств мембран эрит�

роцитов и клеточных мембран внутренних органов, что

позволяет использовать эритроцитарные мембраны в

качестве наиболее доступной модели для установления

общих мембранных характеристик [3,4,5].

Перспективным и современным методом исследо�

вания, позволяющим детально оценить структурно�

метаболические свойства клеточной мембраны и иден�

тифицировать конкретные области повреждения, явля�

ется ЯМР�спектроскопия [2].

Целью исследования явилось изучение структурно�

метаболических характеристик клеточных мембран

эритроцитов у больных с болезнью Крона.

Материалы и методы
Обследовано 11 больных, страдающих болезнью Кро�

на (7 женщин и 4 мужчин), в возрасте от 18 до 58 лет. Груп�
па сравнения составила 12 человек практически здоровых
волонтеров, сопоставимых по полу и возрасту.

Исследовали эритроциты пациентов и волонтеров. Для
приготовления взвеси брали кровь из вены, стабилизиро�
вали ее 3,8% раствором цитрата натрия из расчета 1:9. Эрит�
роциты отмывали буферным раствором (ph�7,36), содер�
жащим 154 ммоль/л NaCI и 4,3 ммоль/л КCI при t 2�30С
трехкратным центрифугированием при 1500�2000 об/мин.
в течение 15 мин. [2].

ЯМР�спектры эритроцитов записывались на ЯМР–
спектрометре «DRX�500», фирма Вruker (Германия) при
условиях: ширина импульса – 10 мс, время задержки им�
пульса – 1�2 с, время накопления спектра 30 мин. Важны�
ми ядрами при исследовании биопроб, явились протон�
ные (1Н) и фосфорные (31Р) ядра. Для 1Н�спектров в рабо�
те использована частота 500,13 МГц; 31Р�спектров – 202,46
МГц. Накопление и обработка спектров производилась
программой XMIN�NMR. Version 3.1.

Статистическая обработка результатов исследования
проводилась с помощью программы Statistica for Windows
6.0. Для установления различий использовали непара�
метрический критерий Манна�Уитни, различия считали
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значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение
При оценке компонентов 31Р ЯМР�спектра клеточ�

ных мембран обращали внимание на основные фосфор�

ные ядра: неорганический фосфат (НФ), монофосфат

(МФ), 2,3�дифосфоглицерат (2,3�ДФГ), α, β и γ� аде�

нозинтрифосфаты (α�АТФ, β �АТФ, γ�АТФ), характе�

ризующие метаболические и энергетические процессы

в клетке (рис. 2) [2].

Таблица 1

Показатели 31Р ЯМР�спектра эритроцитов

Группы НФ,% 2,3� МФ,% α�АТФ,% β�АТФ,% γ�АТФ,% ∑ АTФ,% Энерге�

ДФГ,% тический

заряд, е

больные 19,47± 50,45± 2,25± 14,05± 4,70± 9,09± 27,74± 0,592±

(n=11) 2,95* 3,07 0,21 0,41 0,39* 0,41 1,06 0,009*

волонтеры 12,90± 55,36± 2,38± 14,11± 5,67± 9,52± 29,20± 0,572±

(n=12) 0,75* 1,01 0,18 0,20 0,18* 0,19 0,43 0,003*

Примечание: *� р< 0,05.

У больных с болезнью Крона по 31Р ЯМР�спектро�

скопии выявлено значимое увеличение уровня неорга�

нического фосфата, снижение уровня β�АТФ и увеличе�

ние энергетического заряда эритроцита на 0,02 (табл. 1).

Рис. 1. 31Р ЯМР�спектрограмма больного.

На 31Р ЯМР�спектрограмме больного с болезнью

Крона (рис. 1), отмечается увеличение высоты пика не�

органического фосфата и снижение высоты пика 2,3�

ДФГ, по сравнению 31Р ЯМР�спектрограммой волон�

тера (рис. 2).

Увеличение содержания неорганического фосфата

мы расценили как снижение ферментативной активно�

сти 2,3�дифосфоглицерата. Известно, что 2,3�дифос�

фоглицерат выполняет несколько функций: является

главным фосфорсодержащим соединением в эритроци�

тах и служит важным анионом, уравновешивающим

внутриклеточные катионы; действует как буферный

агент; служит резервом при чрезвычайных случаях, ког�

да клетка не имеет запасов креатининфосфата и глико�

гена; связывается с гемоглобином, уменьшая его срод�

ство к кислороду и облегчая его освобождение в тканях

[4].

Выявленные изменения клеточных мембран у боль�

ных с болезнью Крона с помощью 31Р ЯМР�спектро�

скопии, свидетельствуют о нарушении энергозависи�

мых процессов в клетке, и, следовательно, изменении

ее внутреннего состава и мембранного потенциала.

При изучении 1Н ЯМР�спектров (рис. 4) важными

областями спектра являются алифатическая (диапазон

0,2�4,0 мд), ароматическая (диапазон 6,5�8,0 мд) и пик

воды от 4,0 до 6,0 мд (в этой области сигналы эфирных

групп и полисахаридов) [2].

Алифатическая область, на 1Н ЯМР�спектрах боль�

ных с болезнью Крона, по ширине и количеству пиков

значимо не отличается от группы волонтеров (табл. 2),

но пики этой области в основном представлены нераз�

решенными гауссовыми кривыми (рис. 3), в отличие от
1Н ЯМР�спектрограмм волонтеров (рис. 4), на которой

наличие четко разрешенных чередующихся острых пи�



15

Сибирский медицинский журнал, 2008, № 2

Таблица 2

Показатели 1Н ЯМР�спектра, алифатическая область

Груп� Шири� Ко�          1 пик          2 пик          3 пик          4 пик         5 пик

пы на личе� хим. высо� хим. высо� хим. высо� хим. высо� хим. высо�

алифа� ство сдвиг, та, сдвиг, та, сдвиг, та, сдвиг, та, сдвиг, та,

тичес� пиков мд мм мд мм мд мм мд мм мд мм

кой

части,

мд

боль� 34,90± 4,46± 0,66± 4,98± 1,03± 34,40± 1,40± 3,66± 1,80± 0,93± 1,35± 1,25±

ные 0,32 0,47 0,03 1,61 0,02 11,58 0,08 2,15 0,09* 0,23 0,05* 0,25

(n=11)

волон� 35,0±0 4,85± 0,72± 6,10± 0,99± 42,70± 1,23± 5,30± 1,41± 0,60± 2,01± 1,90±

теры 0,30 0,02 1,45 0,001 4,03 0,04 1,50 0,04* 0,14 0,02* 0,30

(n=12)

Примечание: *� р< 0,01.

ков в этой области, свидетельствует о подвижности мо�

лекулярных группировок биомембран и характеризует

их текучесть и вязкость [1,2]. Это свойственно для из�

Рис. 2. 31Р ЯМР�спектрограмма волонтера.

мененных алифатических структурных фрагментов,

основных молекул биомембран: фосфолипидов, глико�

липидов и гликопротеинов. Возможно, этим объясня�

ется снижение внутримембранных и межмолекулярных

движений, приводящих к асимметрии клеточной мем�

браны.

Рис. 3. 1Н ЯМР� спектрограмма взвеси эритроцитов больного.

Значимое снижение высо�

ты пика фосфотидилхолина

(3,23 мд, пик 8 алифатическая

область) у пациентов с болез�

нью Крона (табл. 3, рис. 3),

свидетельствует о нарушении

соотношения фосфотидилхо�

лин/фосфотидилэтаноламин в

мембране эритроцита [1].

При рассмотрении арома�

тической области 1Н ЯМР�

спектра (рис. 3), характеризу�

ющей состояние белковых

фрагментов мембраны, у боль�

ных с болезнью Крона отмече�

но статистически значимое

уменьшение ширины области

и количества пиков, а также

снижение высоты основного пика (табл. 3). Эти пока�

затели так же указывают на изменение вязкости и под�

вижности компонентов клеточной мембраны.

Выявленные изменения в алифатической и арома�

тической областях 1Н ЯМР�спектра у больных с болез�

нью Крона можно расценить как дезорганизацию бел�

кового и липидного состава клеточной мембраны [1].

Таким образом, фосфорная и протонная ЯМР�спек�

троскопия выявила значимые различия в структурно�

метаболических свойствах кле�

точных мембран у больных с бо�

лезнью Крона, которые объяс�

няют изменения вязкости, теку�

чести, подвижности мембраны и

нарушения процессов энерго�

обеспечения клетки. Это суще�

ственно не только для состояния

внутримембранных структур, но

и для взаимодействия мембран

друг с другом. Возможно, иссле�

дования в данной области помо�

гут подойти к раскрытию меха�

низмов патогенеза воспалитель�

ных заболеваний толстой киш�

ки, что требует дальнейшего изу�

чения и осмысления.
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Таблица 3

Показатели области фосфотидилхолина и ароматической части 1Н�ЯМР спектра

Группы Хим. сдвиг Высота пика Ширина Количество Химич. сдвиг Высота

пика фосфо� фосфотидил� ароматичес� пиков в аро� основного основного

тидилхолина, холина, мм кой части, матической пика, мд пика, мм

мд мд части

больные 3,19±0,01 0,18±0,08* 44,44±2,36* 3,0±0,50** 6,82±0,80 3,689±0,80**

(n=11)

волонтеры 3,19±0,02 1,16±0,37* 54,10±1,90* 4,71±0,60** 7,13±0.03 7,33±0,80**

(n=12)

Примечание: *� р< 0,01, **� р< 0,05.

Рис. 4. 1Н ЯМР�спектрограмма взвеси эритроцитов волонтера.

MR�SPECTROSCOPY OF ERYTHROCYTE MEMBRANES IN PATIENTS WITH CROHN’S
DISEASE

N.S. Korotaeva, V.G. Gorokhova, E.E. Kuznetsova, E.Yu. Chashkova, V.E. Pack, O.V. Poryadina

(Scientific Centre of Reconstructive and Restorative Surgery Russian Academy of Medical Sciences, Irkutsk

State Medical University)

MR�spectroscopy study of erythrocytes in patients with Crohn’s disease made it possible to examine the state of protein
and lipid fragments of cell membrane and assess the changes in its structural and functional features. Changes in membrane
viscosity and fluidity and in the processes of cell energy provision resulted in the disorders of intracellular metabolism, cell
membrane asymmetry and intermembranous interaction.
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