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В исследование включено 19 мужчин в возрасте от 35 до 60 лет с различными стадиями 
диффузных заболеваний печени. Степень выраженности фиброза установлена гистологи-
чески. Пункционная биопсия печени выполнялась по клиническим показаниям с инфор-
мированного согласия пациентов. Клинический диагноз устанавливался на основании 
комплекса клинических, инструментальных и морфологических методов исследования. По 
степени выраженности фиброза пациенты разделены на 2 группы: 1) пять пациентов с лег-
ким и умеренным фиброзом (F1 и F2); 2) четырнадцать пациентов с тяжелым фиброзом и 
циррозом печени (F3 и F4). Группа сравнения (F0) представлена 33 условно здоровыми 
мужчинами. Выявлены существенные различия компонентов фосфорных ЯМР-спектров 
эритроцитов у больных с диффузной патологией печени: по мере увеличения степени фиб-
роза отмечено повышение интенсивности пиков, отражающих резонансы глюкозо-6-фос-
фатов, АМФ, ИМФ, пирофосфатов, 2,3-ДФГ и понижение пиков, представляющих резо-
нансы неорганических фосфатов и фосфокреатина, γ-, α- и β-АТФ,-УТФ, Нв- и Mg-АТФ, а 
также β- и α-АДФ. Предсказательная ценность положительного результата 31Р ЯМР-спект-
роскопии эритроцитов в отношении фиброза печени составляет 92,3% при достаточно вы-
сокой чувствительности и специфичности.
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Введение
Современной гепатологии известно множест-

во этиологических факторов (вирусы гепатитов, 
алкоголь, аутоиммунные реакции, генетически 
обусловленные метаболические нарушения), воз-
действие которых приводит к развитию хрони-
ческих диффузных заболеваний печени.

Несмотря на разнообразие патогенетических 
механизмов воздействия па печень, развитие и 
хронизация процессов ее повреждения сопровож-
даются системными, во многом однотипными, 
эволюционно устоявшимися, однонаправлен-
ными структурными изменениями ткани органа 
— активацией процессов фиброгенеза. Степень 
фиброза и скорость его прогрессирования оп-
ределяют прогноз болезни и выбор терапии. 
Характеристика стадии болезни в гепатологичес-
ком диагнозе является обязательным компонен-
том после этиологии и активности.

По степени выраженности фиброз принято 
делить на 4 стадии [1]. Первая характеризуется 
фиброзом нескольких портальных трактов, не 
выходящим за их пределы. Вторая стадия — фиб-
роз большинства портальных трактов с редкими 
перипортальными септами и единичными порто-

портальными тяжами. Эти две стадии характе-
ризуют легкий и умеренный фиброз печени. При 
третьей стадии фиброза наблюдаются множество 
септ и фиброзных мостиков, но без нарушения 
дольковой структуры печени. Четвертая стадия 
характеризуется формированием ложных (псев-
до) долек и является цирротической. 

Золотым стандартом оценки степени фиброза 
печени (стадии заболевания) является морфоло-
гический (гистологический) метод, инвазивный, 
требующий пункционной биопсии печени.

В клинической практике широко применяется 
полуколичественная оценка фиброза (METAVIR, 
Knodell, Ishak [2, 3]). Целью оценки является по-
лучение суммарного клинически значимого по-
казателя, отражающего все морфологические 
признаки (локализацию, распространенность, 
выраженность) повреждения ткани печени. 
Основным неудобством при работе с этими систе-
мами является то, что нет четкого разграничения 
критериев оценки фиброза печени, с одной сторо-
ны, и показателей, оценки выраженности некро-
воспалительной реакции (индекс гистологической 
активности — ИГА) — с другой, что приводит к не-
однозначной трактовке полученных результатов.
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Другая группа методов оценки фиброза печени 
— это современные макроморфологические мето-
ды визуализации (УЗИ, КТ, ЯМРТ). Отсутствие 
четких критериев оценки фиброза на ранних эта-
пах его развития не позволяет использовать эту 
группу методов на доцирротической стадии забо-
левания.

В последние годы в диагностике фиброза пе-
чени все чаще начинают использоваться био-
химические методы, основанные на изучении 
активности ферментов, принимающих участие 
в образовании и деградации внематричного ком-
плекса [4]. Однако их использование затруднено 
в связи с высокой трудоемкостью и стоимостью 
методик. 

Недостатками всех перечисленных методов 
являются высокая трудоемкость, необходи-
мость применения широкой номенклатуры раз-
личных ингредиентов, субъективизм, иногда 
противодействие со стороны пациента и т.д. [1]. 
Поэтому поиск новых подходов и методов не-
инвазивной диагностики фиброза печени весь-
ма актуален. 

Эритроцит — биологическая субстанция, 
которая обеспечивает транспорт кислорода и 
участвует в поддержании гомеостаза в органах 
и тканях организма. В силу многочисленнос-
ти эритроцитов основные физико-химические 
свойства крови определяются преимущественно 
этими клетками. Поскольку между расстройства-
ми функций печени и гомеостазом крови сущес-
твует тесная связь, то для широкой клинической 
практики ценным диагностическим критерием 
состояния печени, в том числе степени накопле-
ния фиброза, может стать оценка структурных 
характеристик эритроцитов. 

Одним из современных перспективных мето-
дов, позволяющих детально изучить структуру 
мембран клеток, является ЯМР-спектроскопия 
[5, 6, 7]. Суть метода основана на явлении резо-
нансного поглощения энергии высокочастот-
ного электромагнитного поля ядрами атомов, 
имеющими не равный нулю магнитный момент. 
Результаты многих исследований свидетельству-
ют об исключительной информативности спек-
троскопии ЯМР в изучении состава, строения, 
структуры и свойств биологических систем, в 
частности для изучения динамической структу-
ры мембран [5,7]. Наиболее важными ядрами при 
исследовании биологических объектов являются 
31P, 1H, 13C. 

Основной гипотезой исследования являлось 
предположение о наличии особенностей 31Р 
ЯМР-спектров эритроцитов при различной выра-
женности фиброза печени и возможности исполь-
зования структурных характеристик эритроцитов 
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для его разграничения («легкий» — «тяжелый» 
фиброз). 

Целью данной работы являлось исследование 
особенностей 31Р ЯМР-спектров эритроцитов у 
пациентов с диффузными заболеваниями печени 
и оценка возможности использования этих пока-
зателей для дискриминирования степени выра-
женности фиброза. 

Материалы и методы
Исследования проводились на взвесях эрит-

роцитов. Для приготовления взвеси эритроци-
тов брали кровь из вены, стабилизировали ее 
3,8% раствором цитрата натрия из расчета 1:9. 
Эритроциты отмывали от плазмы буферным 
раствором (pH = 7,36), содержащим 154 ммоль/
л NaCl, 4,3 ммоль/л KCl при температуре 2-3 °С 
трехкратным центрифугированием при скорости 
центрифугирования: 1500-2000 об./мин. в тече-
ние 15 минут. 

В исследование включено 19 пациентов (муж-
чины в возрасте от 35 до 60 лет) с диффузными 
заболеваниями печени (ДЗП), подписавших ин-
формированное согласие на участие в исследова-
ниях. Группу сравнения составили 33 человека.

Степень выраженности фиброза печени в 
группе ДЗП установлена на основании данных 
биопсии печени, которая была проведена всем 
пациентам с диффузными заболеваниями пе-
чени. В группе сравнения биопсия печени не 
проводилась по этическим соображениям. Всем 
включенным в проект выполнены биохимичес-
кие и инструментальные исследования, УЗИ 
печени, селезенки, а также портальных сосудов. 
Вирусная этиология заболевания устанавлива-
лась на основании обнаружения серологических 
маркеров методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) и (или) ДНК и РНК вирусов методом 
полимеразноцепной реакции (ПЦР), а алко-
гольная — при отрицательных результатах ИФА 
сывороточных маркеров вирусных гепатитов и 
достоверно подтвержденном систематическом 
потреблении алкоголя. 

Пациенты с ДЗП разделены на две группы: с 
первой или второй стадиями фиброза (легкий и 
умеренный фиброз — F1-F2) — 5 человек и с тре-
тьей или четвертой стадиями фиброза (выражен-
ный фиброз — F3-F4) — 14 человек. По уровню 
биохимической активности группы с различной 
степенью фиброза достоверно не различались, у 
большинства пациентов в обеих группах она со-
ответствовала умеренной степени.

Фиброз печени в группе сравнения (условно 
здоровые мужчины, у которых при клиническом 
и инструментальном обследовании патологии пе-
чени и сердца не выявлено) принимался за нуле-
вую стадию (F0).
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31Р ЯМР-спектры записывали на ЯМР-спек-
трометре DRX 500 фирмы Bruker (Германия) со 
следующими характеристиками: частота — 202,46 
МГц; количество накоплений спектров — 1024; 
время задержки между накоплениями –2 с; раз-
вертка — 80 м.д. Для накопления и обработки 
спектров использована программа XWIN-NMR, 
Version 3.1. Химические сдвиги отсчитывались 
от внутреннего стандарта — 2,3-ДФГ (хим. сдвиг: 
3,3 м.д. для 3-Р и 2,6 м.д. для 2-Р). Высота пиков 
спектров оценивалась в процентном отношении к 
максимальному по высоте пику спектра. Ширина 
пиков измерялась в герцах (Гц). Интегральные 
интенсивности (площади резонансов) рассматри-
вались как относительные величины (производ-
ные от площади реперного пика спектра, приня-
того за единицу площади).

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием программы SPSS v.10, до-
стоверность различий показателей оценивали по 
критериям Стьюдента, хи-квадрат, по Пирсону; 
p<0,05 считалось статистически значимым.

Результаты исследования 
На рисунке 1 представлен типичный 31Р ЯМР-

спектр взвеси эритроцитов с обозначением основ-
ных пиков. 

Основными компонентами спектра являются 
сигналы при 3,8 м.д. (3-Р) и 3,02 м.д. (2-Р) 2,3-
дифосфоглицерата. Заметными являются резо-
нансы неорганических фосфатов Рн (2,65 м.д.) и 
резонансы монофосфатов (АМФ, ИМФ и др.) 
— 4,5-4,7 м.д.; пирофосфата (4,18 м.д.). Меньшей 
интенсивностью отличаются сигналы три- и ди-
фосфатов: три резонанса АТФ (γ-АТФ, γ-УТФ 
при -5,6 м.д.; α-АТФ, α-УТФ при -10,06 м.д.; β-
АТФ, β-УТФ при -19,6 м.д.); пиками микроокру-
жения гамма-АТФ и α-АТФ являются резонан-
сы гемоглобин-АТФ (-4,5 м.д.), β-АДФ, УДФ, 
ИДФ (-6,2 м.д.), α-АДФ, УДФ, ИДФ (-9,9 м.д.), 
Mg-АТФ (-10,7-11,0 м.д.). Кроме того, при -3,13 

м.д. регистрируются незначительно выраженные 
пики фосфокреатина и при –14,1 м.д. — сигналы 
замещенных пирофосфатов. По мере увеличения 
времени хранения крови уровень 2,3-ДФГ пада-
ет, растет количество неорганических фосфатов 
и АМФ и, кроме того, соотношение интенсивнос-
тей сигналов α-, β- и γ-АТФ (УТФ) изменяется. 
Растет доля интенсивностей сигналов α-АТФ и 
β-АТФ и падает интенсивность сигнала γ-АТФ. 
Этот факт интерпретируется как распад АТФ и 
увеличивающийся вклад АДФ и АМФ.

Анализ 31Р-ЯМР спектров взвесей эритроци-
тов у больных с диффузной патологией печени 
при различной степени выраженности фиброза 
позволил выявить преобладание величин пиков 
моно- и пирофосфатов у больных с выраженным 
фиброзом печени и большинства резонансов ди- 
и трифосфатов у больных с легким фиброзом 
(Таблица 1).

Количество монофосфатных пиков было 
больше у больных со степенью фиброза F3-F4 пе-
чени по сравнению с группой пациентов со степе-
нью фиброза F1-F2 (р<0,02). Высота и площадь 
резонансов глюкозо-6-фосфатов, АМФ, ИМФ, 
пирофосфатов, 2,3-ДФГ (пики 1, 2, 3, 4-5 на 31Р-
ЯМР спектрах взвесей эритроцитов) также ока-
зались достоверно больше в группе со степенью 
фиброза печени F3-F4, причем площадь 2,3-ДФГ 
прямо коррелировала со степенью выраженности 
фиброза печени (r=+0,423, р<0,034). Выявлены 
прямые корреляции интенсивностей пиков глю-
козо-6-фосфатов, АМФ, пирофосфатов с уров-
нями непрямого билирубина (r=+0,378, р<0,012; 
r=+0,401, р<0,027; r=+0,318, р<0,042, соответс-
твенно).

Высоты, площади резонансов неорганических 
фосфатов и фосфокреатина (пики 6, 7 на спект-
ре), а также количество пиков, регистрирующих-
ся после неорганических фосфатов, у больных со 
степенью фиброза F1-F2 достоверно превышали 
таковые у пациентов со степенью фиброза F3-F4 
(р<0,01 для высоты 6-го пика, р<0,02 для высо-
ты 7-го пика, р<0,02 для количества пиков, сле-
дующих за неорганическими фосфатами), при 
этом обнаружилась прямая достоверная связь 
интенсивности пиков неорганических фосфатов 
со степенью биохимической активности гепатита 
(r=+0,451, р<0,05). 

Характеристики резонансов γ-, α- и β-АТФ 
(пики 12, 14 и 16), т.е. площади пиков оказались 
достоверно больше у больных со степенью фиб-
роза F1-F2 по сравнению с пациентами со сте-
пенью фиброза F3-F4. Выявлены достоверные 
корреляции между степенью фиброза печени и 
высотой пиков γ-АТФ (r=-0,478, p<0,03) и α-АТФ 
(r=-0,352, p<0,05). Установлена отрицательная 
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Рис.1. Типичный 31P ЯМР-спектр взвесей 
эритроцитов: 202,46 МГц от 10 до -25 м.д.  

в K+-Na+-буфере, pH = 7,36 при 25 °С;  
(внутренний стандарт — 2,3 ДФГ  

(хим. сдвиги: 3,3 м.д. для 3-P и 2,6 м.д. для 2-P)
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достоверно выше у больных первой группы (F1-
F2) по сравнению со второй группой (F3-F4). 
Интересно, что частота регистрации резонансов 
γ-УТФ, Нв-АТФ (пик 10) и α-АДФ (пик 13) была 
существенно выше у больных со степенью фибро-
за F1-F2 — в 64,72% случаев против 27,54% слу-
чаев в группе пациентов с F3-F4 (для 10 пика) и в 
59,32% против 31,63% (для 13 пика).

Анализ полученных данных позволил выде-
лить дискриминирующие значения характерис-
тик резонансов 31Р ЯМР-спектров эритроцитов 
для пациентов с различными стадиями фиброза 
(Таблица 2). Наиболее важными дискриминиру-
ющими показателями степени фиброза печени 
являются характеристики резонансов: глюкозо-6-
фосфата, 2,3-ДФГ, γ-, α-, β-АТФ, -УТФ, Mg-АТФ, 
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корреляция выраженности пиков γ-, α- и β-АТФ с 
уровнем сывороточного железа (r=-0,375, р<0,034 
для γ-АТФ; r=-0,269, р<0,04 для α-АТФ; r=-0,498, 
р<0,053 для β-АТФ) в группе пациентов со степе-
нью фиброза F3-F4. 

Следует отметить, что большее по площади 
пост-γ-АТФ-плато регистрировалось у 11,23% па-
циентов с невыраженным фиброзом (F1-F2) и у 
29,36% больных с выраженным фиброзом печени 
(F3-F4). Та же тенденция прослеживалась в отно-
шении пост-α-АТФ-плато, которое зафиксирова-
но у 16,2% больных со степенью фиброза F1-F2 и 
37,24% больных со степенью фиброза F3-F4. 

Высоты и площади резонансов α- и гамма-
УТФ, Нв- и Mg-АТФ, а также β- и α-АДФ были 

Таблица 1
Характеристики резонансов 31P ЯМР-спектров взвесей эритроцитов у больных с разными стененью 

выраженности фиброза в печени (M±m)

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Количество 
монофосфат-

пиков

Характеристики
1 пика

Характеристики
2 пика

Характеристики
3 пика

Высота, (%) Ширина, 
(Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц) Высота, (%) Ширина, 
(Гц)

1 группа (F1F2) 1,13±0,047 5,441±0,279 58,54±1,27 10,784±2,362 50,144±2,75 7,522±1,142 41,03±1,97

2 группа (F3F4) 1,64±0,21 7,682±0,678 63,98±1,54 19,521±2,181 57,69±2,32 10,443±1,031 44,78±2,14

p< 0,02 0,003 0,01 0,01 0,05 0,053 0,1

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Характеристики
45 пиков

Характеристики
6 пика Колво пиков 

постнеорг. 
фосфораВысота 4 

пика, (%)
Высота 5 
пика, (%) Ширина (Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц)

1 группа (F1F2) 98,165±0,267 93,01±0,652 92,14±1,34 95,119±0,863 84,22±1,03 1,42±0,064

2 группа (F3F4) 99,987±0,278 96,74±0,787 97,89±2,36 91,687±0,791 78,41±2,32 1,23±0,047

p< 0,0001 0,001 0,05 0,01 0,05 0,02

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Характеристики
7 пика

Характеристики
10 пика

Характеристики
11 пика

Высота, (%) Ширина, 
(Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц) Высота, (%) Ширина, 
(Гц)

1 группа (F1F2) 24,124±1,321 40,98±1,12 3,971±0,224 50,47±2,07 14,147±0,484 120,65±2,47

2 группа (F3F4) 19,011±1,681 36,17±1,35 2,870±0,396 41,24±2,11 8,689±0,735 106,32±3,01

p< 0,02 0,01 0,02 0,002 0,0001 0,001

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Характеристики
12 пика

Характеристики
пика плато пост 

γАТФ

Характеристики
13 пика

Высота, (%) Ширина, 
(Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц)
Высота, 

(%)
Ширина, 

(Гц)

1 группа (F1F2) 4,891±0,187 79,89±2,36 3,057±0,261 158,36±3,16 5,658±0,387 43,58±2,96

2 группа (F3F4) 3,074±0,265 71,32±3,05 2,112±0,364 149,21±2,42 3,921±0,374 39,25±3,07

p< 0,0001 0,05 0,05 0,05 0,002 0,1

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Характеристики
14 пика

Характеристики
15 пика Высота плато 

αАТФ (%)

Характеристики
16 пика

Высота, (%) Ширина, 
(Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц) Высота, (%) Ширина, 
(Гц)

1 группа (F1F2) 17,821±0,641 124,68±2,98 4,924±0,197 70,25±2,18 4,391±0,128 5,287±0,107 356,54±3,11

2 группа (F3F4) 10,157±0,819 116,35±3,12 3,981±0,147 62,04±3,07 4,342±0,231 3,174±0,124 304,32±4,25

p< 0,0001 0,05 0,001 0,05 0,1 0,0001 0,0001
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Таблица 2
Характеристики резонансов 31P ЯМР-спектров взвесей эритроцитов у больных  

с разной стененью выраженности фиброза в печени (дискриминирующие значения)

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Количество 
монофосфат-

пиков

Высота 1-го 
пика, (%)

Характеристики 
3 пика

Характеристики
4-5 пиков

Высота, (%) Ширина, 
(Гц)

Высота  
4 пика, (%)

Высота  
5 пика, (%) Ширина (Гц)

Группа  
сравнения (F0)

0,742
-

0,855
4,391-4,818 98,760-98,948 - 70,368-89,064

1 группа (F1-F2) — 4,819-5,146 4,975-6,587 36,637-36,777 97,57-98,465 91,556-91,869 91,152-95,128

2 группа (F3-F4) 1,64—2,425 7,755-10,218 10,069-14,299 49,816-52,784 100,98-101,03 97,231-99,683 102,51-106,72

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Высота 
6 пика (%)

Высота
7 пика (%) 

Высота
10 пика (%) 

Характеристики
11 пика

Характеристики
12 пика

Высота, (%) Ширина, 
(Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц)

Группа  
сравнения (F0) - - 4,473-7,157 15,226-19,723 126,16-146,91 5,308-6,169 85,153-111,21

1 группа (F1-F2) 96,829-97,043 25,298-27,069 - 12,927-13,068 115,14-117,87 4,474-5,307 74,627-85,153

2 группа (F3-F4) 88,729-92,455 12,724-19,491 1,389-2,473 5,94-11,438 95,063-117,58 2,083-3,506 59,913-74,626

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Характеристики
пика плато пост 

γ-АТФ Ширина 13 
пика, (Гц)

Характеристики
14 пика

Характеристики
15 пика

Высота, (%) Ширина, 
(Гц) Высота, (%) Ширина, 

(Гц) Высота, (%) Ширина, 
(Гц)

Группа  
сравнения (F0) 50,732-73,131 19,25-24,765 131,33-177,23 5,363-5,966 75,111-111,53

1 группа (F1-F2) 3,473-3,639 158,26-165,41 36,978-50,181 16,392-19,240 118,03-131,33 4,485-5,362 65,389-74,99

2 группа (F3-F4) 0,751-2,475 140,16-151,31 27,768-36,979 7,094-13,22 104,68-118,02 3,431-4,354 50,558-51,49

продолжение

Характеристики 
резонансов

Группы больных

Высота плато 
α-АТФ (%)

Высота  
16 пика (%)

Группа  
сравнения (F0) 5,206-7,079 5,526-7,485

1 группа (F1-F2) 4,151-4,676 5,048-5,520

2 группа (F3-F4) 3,478-4,106 2,71-3,638

Таблица 3
Результаты оценки метода ЯМР-спектроскопии 

эритроцитов для выявления степени фиброза 
печени по сравнению с данными биопсии печени

Результаты ЯМР 
спектроскопии 

эритроцитов

Результаты биопсии печени

Группа F3-F4
n = 14 случаев

Группа F1-F2
n = 5 случаев

Группа F3-F4
n = 13 случаев

Истинно  
положительный 

Группа F3-F4
n = 12

Ложно  
положительный 

Группа F1-F2
n = 1

Группа F1-F2
n = 6 случаев

Ложно  
отрицательный 
Группа F3-F4

n = 2

Истинно легкий 
фиброз  

Группа F1-F2
n = 4

Чувствительность	 12 : (12 + 2) х 100% = 85,71%;
Специфичность	 4 : (1 + 4) х 100% = 80%;
Прогностическая ценность «+» результата
метода		  12 : (12 + 1) х 100% = 92,31%;
Прогностическая ценность «-» результата
метода		  4 : (2 + 4) х 100% = 66,67%;
Индекс точности	 (12 + 4) / (12 + 1 + 2 + 4) х 100% = 84,21%

β- и α-АДФ, УДФ, плато α-АТФ. Для выделения 
легкого, невыраженного фиброза (F1-F2) от вы-
раженной стадии (F3-F4) возможно также ис-
пользование параметров пиков пиридоксальфос-
фатов, неорганических фосфатов, фосфокреатина 
и «плато» пост γ-АТФ.

Результаты оценки метода ЯМР-спектроско-
пии эритроцитов для выявления стадии фиброза 
печени по сравнению с данными биопсии печени 
(«золотого стандарта» для оценки стадии фибро-
за) представлены в таблице 3, они демонстрируют 
достаточно высокие значения чувствительности 
(85,71%) и специфичности (80%), а также про-
гностическую ценности «+» результата (92,31%).

Обсуждение
Ранее проведенные исследования отечествен-

ных и зарубежных авторов [1, 8-11] подтвержда-
ют высказывание, что эритроцит, в частности его 
мембрана, являются своеобразным «зеркалом», 
отражающим состояние клеток других тканей и 
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систем, в том числе и печени. Это положение ста-
новится весьма привлекательным в свете поиска 
новых неинвазивных методов и подходов в диа-
гностике различных стадий фиброза, поскольку 
именно стадия фиброза печени во многом опре-
деляет как прогноз для данного больного, так и 
характер проводимой терапии. Не менее важной 
является возможность наблюдения за процессом 
в динамике, поскольку это позволяет изменить 
тактику лечения. Использование метода ЯМР-
спектроскопии эритроцитов, который доказал 
свою исключительную точность и информатив-
ность в изучении состава, динамической струк-
туры мембран, в целях определения стадии фиб-
роза печени с возможностью выявления ранних 
стадий процесса, по нашему мнению, является 
вполне оправданным. Представляется целесооб-
разным обсуждение ряда данных, полученных в 
нашей работе. 

Сравнение параметров резонансов 31Р ЯМР-
спектров эритроцитов у больных с диффузной 
патологией печени и лиц группы сравнения поз-
волило выявить существенные различия во всех 
областях спектра, что свидетельствует о значи-
тельных сдвигах в уровне и составе фосфоросо-
держащих соединений при развитии патологи-
ческого процесса в печени.

Наблюдаемые в нашей работе снижение уров-
ня три- и дифосфатов и высокий уровень 2,3-ди-
фосфоглицериновой кислоты в группе больных 
с выраженным фиброзом, вероятно, отражают 
значительный уровень гипоксии в этой группе 
пациентов. Известно, что главная функция 2,3-
ДФГ состоит в регуляции сродства гемоглобина к 
кислороду и, следовательно, оксигенация клеток 
крови влияет на связывание фосфорных метабо-
литов с оксигемоглобином и может вызвать его 
полимеризацию. Это может существенно изме-
нить величины химических сдвигов 31Р и форму 
линий сигналов 31Р-содержащих метаболитов, 
особенно 2,3-ДФГ и АТФ.

Кислородтранспортная функция эритроцитов 
зависит не только от количества и свойств со-
держащегося в них гемоглобина, но и от условий 
функционирования последнего. При этом одной 
из наиболее распространенных адаптивных реак-
ций к изменившимся потребностям организма в 
кислороде является изменение функциональных 
свойств гемоглобина. Было установлено, что 2,3-
ДФГ, образуя специфические комплексы с гемог-
лобином, заметно изменяет сродство гемоглобина 
к кислороду. При недостатке кислорода в среде 
концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах возрастает, 
вследствие чего сродство гемоглобина к кислоро-
ду снижается, кривая диссоциации оксигемогло-
бина смещается вправо, происходит увеличение 

поступления кислорода к тканям. Аналогичные 
изменения содержания 2,3-ДФГ описаны и при 
различных видах малокровия [7,12], что согласу-
ется с представлением об адаптационном харак-
тере повышения уровня образования 2,3-ДФГ 
для облегчения транспорта кислорода.

Одним из условий нормальной жизнедеятель-
ности эритроцита является поддержание внут-
риклеточного уровня АТФ — стабилизация кон-
центрации АТФ (Atkinson, 1968). Единственной 
АТФ-производящей системой в эритроцитах че-
ловека является анаэробный гликолиз, включаю-
щий основной путь Эмбдена-Мейергофа (ПЭМ), 
пентозофосфатный путь (ПП) и 2,3-дифосфог-
лицератный шунт (ДФГШ). Особенностью гли-
колиза эритроцитов человека является то, что 
концентрация 2,3-ДФГ крайне медленно (около 
10 часов) релаксирует к новому стационарному 
уровню при изменении условий (Rapoport et al., 
1976). При этом происходит стабилизация уров-
ня АТФ за счет нестационарных процессов в 
ДФГШ. В эксперименте по истечении 10-12 ча-
сов происходит падение концентрации АТФ, что 
связывают с истощением запасов 2,3-ДФГ — ре-
зервуара для производства АТФ. Эти данные про-
ливают свет на биологическую роль 2,3-ДФГ и 
ДФГШ в эритроцитах человека. Дополнительная 
стабилизация уровня АТФ за счет ДФГШ может 
оказаться очень важной в условиях окислитель-
ного стресса, когда часть гликолитического пото-
ка ответвляется в пентозофосфатный путь. Этот 
механизм регуляции позволяет сформулировать 
следующий принцип: наличие в системе медлен-
ного релаксационного процесса способно сущест-
венно улучшить характеристики регуляции уров-
ня ключевых соединений. Такая нестационарная 
регуляция способна защитить клетку от воздейс-
твий, продолжительность которых не слишком ве-
лика. Однако при изменении концентрации АТФ 
в регуляторной области в течение длительного 
времени стационарные потоки в ДФГШ меняют-
ся незначительно в силу особенностей кинетики 
ДФГШ-реакции, и учет этих потоков не изменяет 
сколько-нибудь заметно качество стабилизации 
АТФ [7, 12]. Таким образом, в условиях длитель-
ной гипоксии при нарастании выраженности 
фиброза наблюдаются своеобразные «ножницы» 
между уровнем возросшего 2,3-ДФГ и сниженной 
концентрацией всех видов трифосфатов, что, ве-
роятно, отражает следующий уровень адаптаци-
онных механизмов.

Истощение АТФ в эритроцитах приводит к 
ряду нарушений, в том числе к блокированию 
ионных насосов и изменению ионного баланса в 
системе среда-клетка. Это способствует сниже-
нию соотношения площади поверхности к объ-
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ему эритроцитов и превращению клеток в труд-
нодеформируемые сферы. Что, в свою очередь, 
затрудняет транспорт кислорода из эритроцита 
тканям и усугубляет гипоксию, которая стимули-
рует фиброзообразование. 

С другой стороны, при прогрессировании 
фиброза отмечается усиление перекисного окис-
ления липидов [11, 13], что существенно снижает 
уровень восстановленного глутатиона, который 
расходуется для разложения гидроперекисей ли-
пидов и Н2О2. S. Rapoport и D. Schleuch (1960)  
убедительно показали, что снижение уровня вос-
становленного глутатиона в эритроцитах при-
водит к инактивации ряда ключевых ферментов 
(глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа, пирофосфота-
за, гексокиназа). Это сопровождается увеличени-
ем уровня монофосфатов, пирофосфатов и глю-
козо-6-фосфата, которые являются субстратами 
для указанных ферментов, что и наблюдается в 
группе пациентов со степенью фиброза F3-F4. 
Подобные изменения в эритроцитах вызывают их 
преждевременную гибель, т.е. лизис клеток с вы-
свобождением гемоглобина и нарастанием уров-
ня непрямого билирубина, чем и объясняются 
тесные корреляции последнего с уровнями моно-, 
пиро- и глюкозо-6-фосфатов.

Весьма интересной с точки зрения факторов, 
которые могут влиять на скорость прогрессиро-
вания фиброза, является выявленная в нашей ра-
боте обратная взаимосвязь выраженности основ-
ных пиков трифосфатов (гамма-, альфа- и бетта 
— АТФ) и уровня сывороточного железа. Дело в 
том, что в проведенных ранее исследованиях [1, 
14, 15] установлена связь степени развития фиб-
роза с повышенным накоплением железа в ткани 
печени. Ускоренное развитие фиброза в условиях 
перегрузки железом можно объяснить тем, что 
при этом имеет место активизация процессов пе-
рекисного окисления, продукты которого могут 
оказывать профиброгенное влияние. Высокий 
уровень железа сыворотки крови оказывает значи-
тельное парамагнитное воздействие и приводит к 
существенному снижению, «размыванию» пиков 
ЯМР-спектров эритроцитов. C другой стороны, 
перегрузка железом усиливает прогрессирование 
фиброза, что, в свою очередь, способствует и усу-
губляет дефицит макроэргических соединений.

Более частая регистрация сглаженных пиков 
микроокружения (плато пост-γ-, α-АТФ) на спект-
рах эритроцитов у пациентов со степенью фиброза 
F3-F4, возможно, также является отражением уси-
ления процессов перекисного окисления в клет-
ках, что неизбежно в условиях длительно сущес-
твующей гипоксии и, следовательно, накопления 
недоокисленных продуктов обмена. Аналогичные 
изменения происходят в мембранах гепатоцитов 

в случаях умеренного и явного поражения печени 
[1, 4, 15, 16]. У таких пациентов, как правило, боль-
шая длительность и тяжесть течения заболевания, 
поэтому синтез фракций эритроцитов с подобны-
ми измененными свойствами мембран может рас-
сматриваться как адаптивная реакция организма 
на процесс прогрессирования фиброза.

Выводы
1. Фосфорные ЯМР-спектры эритроцитов 

существенно различаются по уровню и составу 
фосфоросодержащих метаболитов эритроцитов 
у больных с диффузной патологией печени при 
различной степени фиброза: по мере увеличения 
степени фиброза отмечено повышение интенсив-
ности пиков, отражающих резонансы глюкозо-6-
фосфатов, АМФ, ИМФ, пирофосфатов, 2,3-ДФГ 
и понижение пиков, представляющих резонансы 
неорганических фосфатов и фосфокреатина, γ-, 
α- и β-АТФ,-УТФ, Нв- и Mg-АТФ, а также β- и α-
АДФ. При выраженной степени фиброза (F3-F4) 
чаще регистрируются пост-γ-АТФ-плато и пост-
α-АТФ-плато.

2. Выявлены достоверные корреляционные 
связи между компонентами 31Р ЯМР-спектров и 
основными показателями, отражающими биохи-
мическую активность гепатита, а в группе боль-
ных со степенью фиброза F3-F4 — с уровнями 
сывороточного железа.

3. Предсказательная ценность положитель-
ного результата 31Р ЯМР-спектроскопии эритро-
цитов в отношении фиброза печени составляет 
92,3% при достаточно высокой чувствительности 
и специфичности.

4. Наиболее важными дискриминирующими 
показателями степени фиброза печени являются 
характеристики резонансов: глюкозо-6-фосфата, 
2,3-ДФГ, γ-, α-, β-АТФ,-УТФ, Mg-АТФ, β- и α-
АДФ, УДФ, плато α-АТФ.

31P NMR SPECTROSCOPY  
OF ERYTHROCYTES AND LIVER FIBROSIS: 
PILOT INVESTIGATION
M.V. Kruchinina, S.A. Kurilovich, M.V. Parulikova, 
A.A. Gromov, M.M. Shakirov, 

Under supervision there were 19 men in the age 
of from 35 till 60 years with different stadies of dif-
fusion liver diseases. Liver biopsy was carried out to 
evaluate the degree of liver fibrosis. To all men were 
carried out clinical, biochemical, instrumental and 
morphological inspections. In view of the morpho-
logical data patients were divided into two groups 
— the first group with the light and moderate liver 
fibrosis (F1-F2); the second — with the severe liv-
er fibrosis and liver cirrhosis (F3-F4). There was a 
control group — 33 healthy men wihtout liver (F0) 
and heart diseases. The studies were performed with 
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suspensions of erythrocytes using the 31P NMR 
spectroscopy (DRX 500, Bruker, Germany). Is ex-
perimentally established: area of peaks from glucoso-
6-phosphates,AMF, IMF, pyrophosphates, 2,3-DFG 
of erythrocytes are increased and area of peaks from 
inorganic phosphates, phosphocreatin, α-, β- and γ-
ATP, UTF, Hb-, Mg-ATP are decreased with grow-
ing the degree of liver fibrosis. These 31P NMR pa-
rameters of erythrocytes can be used as additional 
characteristics of liver fibrosis degree with a enough 
high pronostic value (92,3%).
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