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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на интенсивные поиски исследователей, эти-
ологический агент болезни Крона до сих пор не найден 
и патогенез не ясен. Неизвестно, являются ли им-
мунные нарушения первичными или они возникают 
в ответ на хроническое воспаление (то есть вторичны) 
[13]. Это обусловливает трудности в лечении и требует 
дальнейших разработок как в изучении этиопатоге-
неза и механизмов патофизиологии, так и в поисках 
средств для облегчения этого тяжелого страдания.

Известно, что развитие любого заболевания со-
пряжено с нарушением структурно-функциональ-
ных характеристик тех или иных клеток организма. 
В работах многих авторов установлена высокая сте-
пень корреляции изменений свойств мембран эрит-
роцитов и клеточных мембран внутренних органов, 
что позволяет использовать эритроцитарные мемб-
раны в качестве наиболее доступной модели для ус-
тановления общих мембранных характеристик, так 
как ей присущи основные принципы молекулярной 
организации плазматических мембран [2; 8 – 10].

РЕЗЮМЕ
Исследование мембраны эритроцитов у пациентов, страдающих болезнью Крона, выявило изме-
нения асимметрии ее молекулярных компонентов, нарушение нормального функционирования 
мембрансвязанных ферментов и энергозависимых процессов в клетке. Механизм повреждающего 
воздействия на клеточную мембрану обусловлен избыточным накоплением в крови сложного ком-
плекса веществ низкомолекулярной массы, соединениями хинонной и углеводной природы, пепти-
дами, измененными формами адениловых нуклеотидов. Выявленные изменения позволяют судить 
о выраженности эндогенной интоксикации, повреждении клеточных мембран, которые имеют место 
не только в период острой атаки заболевания, но и сохраняются в период неполной клинической 
и эндоскопической ремиссии.
Ключевые слова: мембрана эритроцита; ЯМР-спектроскопия; метаболический пул; болезнь Крона.

SUMMARY
Investigation of erythrocyte membrane in patients with Crohn’s disease detected the changes in asymmetry 
of its molecular components, abnormalities in normal functioning of membrane-associated enzymes 
and energy-dependent processes in the cell. The mechanism of damaging eff ect on the cell membrane 
was caused by the excessive blood accumulation of a composite complex of low-molecular substances, 
compounds of quinone and carbohydrate nature, peptides, modifi ed forms of nucleotides. The revealed 
changes make it possible to assess the severity of endogenous intoxication and cell membrane disorder, 
which take place not only in the course of the disease acute attack, but also retain during the period of 
incomplete clinical and endoscopic remission.
Keywords: erythrocyte membrane; MR-spectroscopy; metabolic pool; Crohn’s disease.
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Цель: изучить структурно-метаболические ха-
рактеристики клеточных мембран эритроцитов 
у пациентов с болезнью Крона в период острой 
атаки и период неполной клинической и эндоско-
пической ремиссии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обследованы 19 пациентов (11 женщин и 8 мужчин) 
в возрасте от 18 до 58 лет, страдающие болезнью 
Крона в период острой атаки (индекс активности 
Беста ≥ 350 баллов) и в период неполной клиничес-
кой и эндоскопической ремиссии (индекс активнос-
ти Беста ≤ 250 баллов) на фоне проведения стандар-
тного консервативного лечения. Консервативная 
терапия включала глюкокортикостероидные пре-
параты, препараты 5-аминосалициловой кислоты, 
антибактериальную терапию. Группа сравнения 
составила 12 практически здоровых волонтеров, 
сопоставимых по полу и возрасту.

Для оценки тяжести эндогенной интоксикации 
определяли общий метаболический пул сыворотки 
крови и суспензии эритроцитов; после осаждения 
высокомолекулярных соединений снимали обзор-
ную УФ-спектрограмму в интервале длин волн 
210 – 300 нм по методике М. Я. Малаховой [6].

Состав метаболического пула сыворотки крови 
и эритроцитов исследовали посредством комплекса 
физико-химических методов: УФ-спектроскопия 
(спектрофотометр СФ-46м); высокоэффективная 
тонкослойная и реакционная бумажная хроматог-
рафия; мембранная ультрафильтрация.

Структурно-метаболические свойства мембра-
ны эритроцитов больных и волонтеров оценивали 

с помощью сорбционной способности эритроцитов 
[11], мембрансвязанному гемоглобину [12] и более 
перспективного метода, позволяющего иденти-
фицировать конкретные области повреждения 
мембраны, — ЯМР-спектроскопии эритроцитов 
на фосфорных (31Р) и протонных (1Н) ядрах [4].

При рассмотрении компонентов 31Р ЯМР-спектра 
клеточных мембран обращали внимание на ос-
новные фосфорные ядра: неорганический фосфат 
(НФ), монофосфат (МФ), 2,3-дифосфоглицерат 
(2,3-ДФГ), α-, β- и γ-аденозинтрифосфаты (α-АТФ, 
β-АТФ, γ-АТФ), характеризующие метаболические 
и энергетические процессы в клетке (рис. 3). На 1Н 
ЯМР-спектрах (рис. 5) важными областями явля-
ются алифатическая (диапазон 0,2 – 4,0 мд), арома-
тическая (диапазон 6,5 – 8,0 мд) и пик воды от 4,0 
до 6,0 мд (в этой области сигналы эфирных групп 
и полисахаридов) [4].

Статистическая обработка результатов исследо-
вания проводилась с помощью программы Statistica 
for Windows 6.0. Сравнение групп осуществляли при 
помощи непараметрических критериев Манна — 
Уитни (pu) и Вилкоксона (pw). Полученные данные 
математически обработаны и представлены в виде 
медианы с нижним и верхним квартилями (25-й 
и 75-й процентили). Значимыми считали различия 
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Уровень общего метаболического пула сыворотки 
крови у пациентов с болезнью Крона в период 
острой атаки значимо превышал таковой в группе 

Таблица 1

ПОКАЗАТЕЛИ СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ МЕМБРАН ЭРИТРОЦИТОВ 
И СТЕПЕНИ ЭНДОГЕННОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

Мембрансвя-
занный 

гемоглобин 
(%)

Сорбционная 
способность 
эритроцита 

(%)

Индекс 
эндогенной 
интоксика-

ции (%)

Суммарный 
метаболи-

ческий пул 
эритроцитов 

(у. е.)

Окисленные 
адениловые 
нуклеотиды 

(у. е.)

Общий мета-
болический 

пул (у. е.)

Пациенты 
в период 
острой атаки 
(n = 19)

8,5 (7,0 – 9,0), 
рu

56,4 
(50,0 – 64,0), 

рu

29,1 
(27,5 – 30,9), 

рu

3,6 (2,7 – 4,9), 
рu

0,3 (0,2 – 0,4), 
рu, рw

5,9 (4,6 – 7,5), 
рu

Пациенты 
в период 
неполной 
ремиссии
(n = 13)

6 (3,2 – 11,0), 
рu

48,0 
(37,0 – 59,5), 

рu

30,7 
(28,4 – 36,7), 

рu

3,3 (2,7 – 4,6), 
рu

0,2 (0,1 – 0,2), 
рu, рw

5,4 (4,5 – 6,5), 
рu

Волонтеры
(n = 12)

5,0 (4,0 – 6,0) 37 (31,0 – 43,4) 13,5 (10 – 15,2) 1,0 (0,5 – 1,9) 0,05 
(0,02 – 0,1) 4,4 (3,5 – 4,6)

Примечание:
Данные представлены в виде медианы, в скобках — 25-й и 75-й процентили.
рu — р < 0,05 при сравнении групп пациентов с группой волонтеров по критерию Манна — Уитни.
рw — р < 0,05 при сравнении групп пациентов между собой по критерию Вилкоксона.
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сравнения и составил соответственно 5,9 и 4,4 
у. е. (табл. 1). Индекс интоксикации в исследу-
емой группе также оказался достоверно выше 
(29,1% против 13,5%) (табл. 1). Данные изменения 
обусловлены накоплением комплекса токсических 
веществ молекулярной массы менее 1000 Д, пред-
ставленных в основном соединениями пептидной 
структуры, содержащими ароматический фраг-
мент и фракциями неустойчивых компонентов 
фенольного характера. Однако в 60% случаев уда-
лось получить информацию о хинонной природе 
этих веществ, которые, активно запуская процес-
сы перекисного окисления липидов, обладают 
высокой повреждающей способностью. Области 
характеризующие накопление этих веществ от-
ражены на УФ-спектрограмме сыворотки крови 
пациентов в диапазоне волн 210 – 230 и 240 – 260 
нм (рис. 1).

УФ-спектроскопия суспензии эритроцитов па-
циентов в период острой атаки показала увеличе-
ние суммарного метаболического пула в 2,3 раза 
(табл. 1). Наиболее существенными эти изменения 
оказались в диапазоне длин волн 210 – 290 нм (рис. 1). 
Выявленные различия обусловлены накоплением 
низкомолекулярной фракции пептидных соеди-
нений (диапазон волн 210 – 240 нм), часть которых 
удалось идентифицировать (серотонин, гистамин, 
брадикинин, белки острой фазы), углеводных ком-
понентов, а также комплекса неустойчивых соеди-
нений хинонной структуры.

Появление в кислой фракции солей фосфатидов 
(в 80 – 85%) за счет измененных форм адениловых 

нуклеотидов (табл. 1) (регистрируются в диапазоне 
волн 250 – 290 нм — рис. 2) свидетельствует о наруше-
нии процессов окислительного фосфорилирования 
и регуляции процессов аккумуляции и утилизации 
энергии в эритроцитах [5].

Полученные данные характеризуют развитие 
выраженной эндогенной интоксикации у пациентов, 
страдающих болезнью Крона, — фазы накопле-
ния токсических продуктов, которая проявляется 
обратимой несостоятельностью функции печени 
и почек [7].

Изменения структурно-функциональных 
свойств мембран эритроцитов у исследуемых паци-
ентов в период острой атаки нашли подтверждение 
в значимом увеличении сорбционной способности 
эритроцитов и мембрансвязанного гемоглобина 
(табл. 1). Это свидетельствует о нарушении целост-
ности клеточных мембран, повреждении их белко-
вой и фосфолипидной компоненты [11; 12].

При оценке динамики уровня окисленных аде-
ниловых нуклеотидов отмечено значимое снижение 
их в период стихания активности болезни. При 
этом по другим показателям достоверных различий 
не получено (табл. 1). Таким образом, у пациентов 
при положительной клинико-лабораторной и эн-
доскопической динамике сохраняются признаки 
повреждения клеточных мембран. Однако сниже-
ние уровня окисленных адениловых нуклеотидов 
в суспензии эритроцитов свидетельствует о появле-
нии тенденции к нормализации процессов окисли-
тельного фосфорилирования и энергообеспечения 
клетки.

Рис. 1. УФ-спектрограммы сыворотки крови и суспензии эритроцитов пациентов с болезнью Крона и волонтеров



5
20

09

24

Полученные результаты потребовали более де-
тального исследования структурно-метаболических 
характеристик мембран клеток на молекулярном 
уровне, с применением ЯМР-спектроскопии на фос-
форных и водородных ядрах.

У исследуемых пациентов по 31Р ЯМР-спектро-
ско пии выявлено значимое увеличение уровня не-
органического фосфата, снижение уровня β-АТФ 
и увеличение энергетического заряда эритроцита 
на 0,02 (табл. 2) по сравнению с группой практи-
чески здоровых волонтеров. Снижение уровня АТФ 
обусловливает жесткость клеточной мембраны [14], 
при этом нарушается деформируемость эритроцита, 
то есть снижается его способность изменять свою 
конфигурацию.

Увеличение высоты пика НФ и снижение высоты 
пика 2,3-ДФГ (рис. 2), регистрируемые на фосфор-
ной спектрограмме, расценены нами как снижение 
ферментативной активности 2,3-ДФГ. Известно, 
что 2,3-ДФГ выполняет несколько функций: явля-
ется главным фосфорсодержащим соединением 
в эритроцитах и служит важным анионом, урав-
новешивающим внутриклеточные катионы; дейс-
твует как буферный агент; служит резервом при 
чрезвычайных случаях, когда клетка не имеет за-
пасов креатининфосфата и гликогена; связывается 
с гемоглобином, уменьшая его сродство к кисло-
роду и облегчая его освобождение в тканях [5; 8]. 

Также отмечено, что снижение активности 2,3-ДФГ 
сопровождается нарушением деформируемости 
эритроцитарной мембраны [15].

Выявленные с помощью 31Р ЯМР-спектроскопии 
изменения клеточных мембран у пациентов с бо-
лезнью Крона свидетельствуют о нарушении энер-
гозависимых процессов в клетке и, следовательно, 
изменении ее внутреннего состава, мембранного 
потенциала и нарушении функциональной способ-
ности эритроцита.

На 1Н ЯМР-спектрах пациентов исследуемой 
группы алифатическая область по ширине и коли-
честву пиков значимо не отличается от группы во-
лонтеров (табл. 3), но пики этой области в основном 
представлены неразрешенными гауссовыми кри-
выми (рис. 4) в отличие от спектрограмм здоровых 
лиц (рис. 5), на которых наличие четко разрешенных 
чередующихся острых пиков свидетельствует о под-
вижности молекулярных группировок мембраны 
и характеризует ее текучесть и вязкость [1; 4].

Нормальное функционирование эритроци-
тарной мембраны зависит от ее микровязкостных 
свойств, определяемых главным образом состо-
янием ее липидной фазы [10]. Липидные молеку-
лы, являясь важными структурными и функцио-
нальными компонентами мембраны эритроцита, 
регулируют подвижность и активность внутри-
мембранных белков и тем самым обеспечивают 

Таблица 2

ПОКАЗАТЕЛИ 31Р ЯМР-СПЕКТРА ЭРИТРОЦИТОВ

Группы НФ (%) 2,3-ДФГ (%) МФ (%) α-АТФ (%) β-АТФ (%) γ-АТФ (%) Σ АTФ (%)
Энерге-

тический 
заряд (е)

Пациенты 
(n = 11)

18,8 
(16,8 – 23,8)*

52,2 
(45,9 – 58,1)

2,1 
(1,8 – 2,5)

14,0 
(13,1 – 14,8)

4,96 
(4,5 – 5,5)*

9,2 
(8,0 – 10,1)

28,3 
(26,3 – 30,5)

0,59 
(0,58 – 0,60)*

Волонтеры 
(n = 12)

12,6 
(12,4 – 12,7)*

54,9 
(54,6 – 55,9)

2,5 
(2,2 – 2,9)

14,1 
(13,9 – 14,4)

5,9 
(5,2 – 6,0)*

9,4 
(9,39 – 9,7)

29,8 
(28,5 – 30,5)

0,57 
(0,57 – 0,58)*

Примечание:
Данные представлены в виде медианы, в скобках — 25-й и 75-й процентили.

*— рu < 0,05 при сравнении по критерию Манна — Уитни.

Таблица 3

ПОКАЗАТЕЛИ АЛИФАТИЧЕСКОЙ И АРОМАТИЧЕСКОЙ ОБЛАСТИ 1Н-ЯМР СПЕКТРА

Группы
Ширина 

алифатической 
части, мд

Количество 
пиков в али-
фатической 

части

Хим. сдвиг 
пика фосфоти-
дилхолина, мд

Высота пика 
фосфотидил-
холина, мм

Ширина 
ароматической 

части, мд

Количество 
пиков в аро-
матической 

части

Пациенты 
(n = 11)

34,9 
(30,4 – 35,0) 4,0 (4,0 – 4,0) 3,2 (3,2 – 3,2) 0,1 (0,1 – 0,1)* 46,0 

(44,0 – 50,0)* 3,0 (2,0 – 4,0)*

волонтеры 
(n = 12)

35,0 
(35,0 – 35,0) 5,0 (4,5 – 5,0) 3,2 (3,2 – 3,2) 1,1 (0,7 – 1,7)* 55,5 

(54,0 – 57,0)* 4,0 (4,0 – 5,0)*

Примечание:
Данные представлены в виде медианы, в скобках — 25-й и 75-й процентили.

*— рu < 0,05 при сравнении по критерию Манна — Уитни.
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Рис. 2. 31Р ЯМР-спектрограмма взвеси эритроцитов пациента

Рис. 3. 31Р ЯМР-спектрограмма взвеси эритроцитов волонтера
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Рис. 4. 1Н ЯМР-спектрограмма взвеси эритроцитов пациента

Рис. 5. 1Н ЯМР-спектрограмма взвеси эритроцитов волонтера



27

т
е

р
а

п
е

в
т

и
ч

е
с

к
а

я
 г

а
с

т
р

о
э

н
т

е
р

о
л

о
г

и
я

th
e

ra
p

e
u

ti
c

 g
a

s
tr

o
e

n
te

ro
lo

g
y

клетке селективную проницаемость, нормальное 
функционирование мембранассоциированных фер-
ментов, а также рецепторного аппарата клетки [9]. 
Выявленные изменения в алифатической области 
(фосфолипиды, гликолипиды) указывают на дис-
баланс внутримембранных и межмолекулярных 
движений, приводящих к нарушению асимметрии 
клеточной мембраны и модификации липидной 
составляющей.

Значимое снижение высоты пика фосфотидил-
холина (3,23 мд, пик 8 — алифатическая область) 
у пациентов с болезнью Крона (табл. 3, рис. 4) сви-
детельствует о нарушении соотношения фосфоти-
дилхолин / фосфотидилэтаноламин в цитоплазмати-
ческой мембране эритроцита [1; 2]. Фосфолипиды, 
являясь необходимым структурным компонентом 
эритроцитарной мембраны, регулируют активный 
и пассивный транспорт веществ, определяют чувс-
твительность клеток к действию лигандов, детер-
минируют активность мембрансвязанных систем 
[1 – 3].

При рассмотрении ароматической области 1Н 
ЯМР-спектра (рис. 4), характеризующей состоя-
ние белковой компоненты мембраны, у пациентов 
отмечено значимое уменьшение ширины области, 
количества пиков и снижение высоты основного 
пика (табл. 3).

Выявленные изменения в алифатической и аро-
матической областях 1Н ЯМР-спектра у исследуемой 
группы можно расценивать как дезорганизацию 
белково-липидного состава клеточной мембраны, 
нарушение мембрансвязанных процессов энерго-
обеспечения клетки, о чем свидетельствуют и данные 
31Р ЯМР-спектроскопии. Нарушение архитектоники 
эритроцитарной мембраны, изменение ее формы, 
размеров и способности к изменению конфигура-
ции проявляется у этих пациентов анизоцитозом 

16,7 ± 0,9% (в норме 11,5 – 14,5%), сопровож-
дающимся умеренно выраженной анемией. 
Возможно, такие эритроциты устраняются 
из кровотока и разрушаются в селезенке. 
Не исключено, что это один из механизмов 
хронической анемии у пациентов в различ-
ные периоды болезни.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нарушения структурно-метаболических 
характеристик клеточных мембран у паци-
ентов, страдающих болезнью Крона в период 
острой атаки, проявляются изменением мо-
лекулярной организации цитоплазматичес-
кой мембраны, внутриклеточного гомеостаза 
и функциональной активности клеток орга-
низма. Повреждающее воздействие на кле-
точную мембрану обусловлено избыточным 
накоплением в крови сложного комплекса 
токсических веществ углеводной природы, 
низкомолекулярных пептидов, обладающих высо-
кой окислительной способностью. Количественное 
накопление этих токсических агентов усугубляет 
течение патологического процесса, оказывая воз-
действие на органы и системы организма, способс-
твуя генерализации программной составляющей 
воспаления.

Повреждения цитоплазматических мембран, ха-
рактеризующие выраженность эндогенной интокси-
кации, имеют место не только в период острой атаки 
заболевания, но и сохраняются в период неполной 
клинической и эндоскопической ремиссии. Это 
обусловливает трудности в лечении данной катего-
рии пациентов и требует дальнейших разработок 
в изучении механизмов патологических процессов, 
возникающих при болезни Крона.
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