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Реферат
Введение. Процессы свободно-радикального окисления вовлечены в развитие воспаления и нарушение ге-

мостаза при пароксизмальной ночной гемоглобинурии (ПНГ). Мы предположили, что при ПНГ может страдать 
GSH-зависимая система антиоксидантной защиты, провоцируя обострение воспалительного процесса сосудов 
и активацию внутрисосудистого свертывания и фибринолиза (АВСФ). 

Материал и методы исследования. Было обследовано 63 пациента с ПНГ и 75 здоровых людей. Определяли 
концентрацию GSH, активность глутатионпероксидазы (ГПО), глутатионредуктазы (ГР) и супероксиддисму-
тазы (СОД) в эритроцитах. 

Результаты исследования. При сравнении со здоровыми людьми, у больных с ПНГ наблюдалось угнетение 
метаболизма глутатиона и признаки оксидативного стресса, выражавшиеся в значительном снижении уровня 
GSH и активности антиоксидантных ферментов ГПО, ГР и СОД в эритроцитах. Корреляционный анализ с 
применением критерия Спирмена выявил у больных с ПНГ значимую положительную корреляцию между 
активностью ГР и ГПО (R = 0,376; р<0,01) в эритроцитах, а также слабую отрицательную связь (R= –0,338; 
p<0,05) между активностью ГПО в эритроцитах и концентрацией Д-димеров в плазме крови. Установлена по-
ложительная (R=0,626; p<0,001) связь между уровнем GSH в эритроцитах и концентрации СРБ в плазме при 
значениях концентрации СРБ в диапазоне референсного интервала. 

Выводы. Результаты согласуются с литературными данными о нарушении метаболизма GSH при ПНГ. По-
казатели GSH и ГПО в эритроцитах могут рассматриваться как потенциальные маркеры развития АВСФ и 
воспалительных процессов в сосудах при ПНГ.

Ключевые слова: активация внутрисосудистого свертывания и фибринолиза, глутатион, глутатионпероксидаза, 
глутатионредуктаза, эритроциты. 

Введение
Пароксизмальная ночная гемоглобинурия (ПНГ) 

— приобретенная гемолитическая анемия, связанная 
с дефектом клеточных мембран, приводящим к раз-
рушению клеток системой комплемента. 

Субстратом болезни служит дефект мембраны 
клеток, т. е. отсутствие белков, ответственных за 
узнавание клеток крови собственной системой 
комплемента. Дефект возникает при соматической 
мутации PIG-A-гена, локализованного на коротком 
плече X-хромосомы и кодирующего регуляторный 
белок, контролирующий биосинтез гликозилфосфа-
тидилинозитола (ГФИ; «якорный» белок мембран 
клеток крови). Это приводит к блоку синтеза ГФИ 
и невозможности экспрессии на мембране целого 
семейства ГФИ-связанных белков и возникновению 
их частичного или полного дефицита. В частности, 
при полном или частичном отсутствии белков CD55 
и CD59, ответственных за узнавание клеток крови 
собственной системой комплемента, существенно 
снижается продолжительность жизни эритроцитов, 
что проявляется синдромом хронического внутрисо-

судистого гемолиза разной степени выраженности 
[18]. При этом наблюдается повышенная чувстви-
тельность клеток крови к литическим действиям 
комплемента. С другой стороны, активация компле-
мента косвенно стимулирует агрегацию тромбоци-
тов и повышает свертываемость крови. Отсутствие 
других GPI белков может проявляться замедленным 
фибринолизом [18].

У больных ПНГ отмечаются признаки окис-
лительного стресса (ОС), выраженные в избытке 
активных форм кислорода (АФК) и угнетении 
антиоксидантой системы (АОС) в плазме крови и 
в эритроцитах, как нормальных, так и мутантных 
клонов [12, 14], в частности, снижение концентрации 
восстановленного глутатиона (GSH) в CD55/CD59-
негативных клетках крови [5]. 

Важнейшим внутриклеточным регуляторным 
пептидом является восстановленный глутатион 
(GSH). Как антиоксидант GSH является важнейшим 
звеном АОС, предупреждения и ограничения ОС. 
Гомеостаз GSH в клетке поддерживается согласо-
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ванным действием глутатионпероксидазы (ГПО) и 
глутатионредуктазы (ГР). ГПО использует GSH в 
качестве косубстрата для восстановления гидропе-
рекиси и липидопероксидов. Основная функция ГР 
состоит в восстановлении окисленного глутатиона 
до сульфгидрильной формы GSH. Наряду с суперок-
сиддисмутазой (СОД), инактивирующей избыточные 
супероксидные анионрадикалы, ГПО и ГР входят в 
состав ферментативной АОС клетки. 

ПНГ нередко сопровождается активацией внутри-
сосудистого свертывания и фибринолиза (АВСФ) и 
воспалением сосудов [16,19], и тромбозы часто воз-
никают в качестве осложнений. Исследованиями по-
следних лет установлена особая роль C-реактивного 
белка (СРБ) в развитии воспаления сосудов и тром-
бозов, и этот показатель рассматривают не только в 
качестве общепринятого маркера воспаления, но и 
в качестве прямого участника процесса [11, 15]. По-
казано, что СРБ является эффекторной молекулой, 
способной к прямой индуции пролиферации эндо-
телиоцитов про-атеротромботического фенотипа в 
стенке сосуда [22]. Увеличение уровня СРБ в плазме 
свыше 3–5 мг/л рассматривают как прогностический 
фактор в отношении развития кардиоваскулярной 
патологии [23] и риска развития тромбозов [24]. 

В предыдущих исследованиях нами были уста-
новлены интенсификация СРО и снижение АОС у 
больных с АВСФ различной этиологии [1,2]. 

Поскольку СРО вовлечено в процессы развития 
воспаления и нарушения гемостаза при хронических 
заболеваниях сосудов [12, 20, 21], мы предположили, 
что при ПНГ может страдать GSH-зависимая система 
антиоксидантной защиты, провоцируя АВСФ. 

Целью исследования являлось изучение взаи-
мосвязи метаболизма GSH эритроцитов с наличием 
АВСФ при ПНГ.

Материал и методы исследования
Были обследованы 63 пациента с пароксизмаль-

ной ночной гемоглобинурией, наблюдавшихся в 
клинике госпитальной терапии ПСПбГМУ им. акад. 
И. П. Павлова в период с января 2013 по март 2015 г. 
Данный диагноз поставлен на основании выявления 
популяций клеток крови с дефицитом экспрессии 
ГФИ-связанных белков при помощи моноклональ-
ных антител и диагностикума FLAER методом про-
точной цитометрии. 

Клиническая характеристика обследованных лиц
Таблица 1

Показатель Пациенты с ПНГ Группа контроля
N 63 75

Возраст, лет 32 (28–42) 37 (32–39)
Мужчины/женщины 18/45 30/46

Общий билирубин, мкМ 26,7 (17,7–49,1) <20
Непрямой билирубин, мкМ 22,6 (14,3–39,6) <20

Скорость клубочковой фильтрации, мл/мин 112,8 (92,6–144,8) >100
Д-димер, мкг/л 395 (300–696) <250

С-реактивный белок, мг/л 2,00 (1,20–4,40) <5
Примечание: данные представлены как Ме (Q1–Q3).

Группу сравнения составили 75 здоровых лиц. Во 
всех случаях имелось информированное согласие 
обследуемых на анонимное использование получен-
ных данных, а протокол исследования был одобрен 
этическим комитетом.

Как видно из данных табл. 1, в группе здоровых 
лиц возраст и соотношение мужчин и женщин в 
обеих группах было сходным. Хронический вну-
трисосудистый гемолиз у пациентов был обуслов-
лен основным заболеванием — пароксизмальной 
ночной гемоглобинурией. Умеренное повышение 
билирубина за счет непрямой фракции отмечалось 
у 70 % пациентов. У большинства пациентов также 
отмечались признаки активации внутрисосудистого 
свертывания: уровень Д-димера был повышен у 82 
% обследуемых. У 55 % пациентов выявлена тромбо-
эмболия ветвей легочной артерии по данным одно-
фотонной эмиссионной компьютерной томографии с 
макроагрегатами альбумина сыворотки человеческой 
крови. Функция почек была сохранной. Следует 
отметить, что 29 пациентов (46 %) получали цикло-
фосфан в анамнезе по поводу основного заболевания.

Эритроциты из образцов крови, стабилизирован-
ные цитратом, отмывали дважды холодным физио-
логическим раствором, замораживали и хранили в 
морозильной камере при –82 0С до проведения ана-
лиза. Гемолизировали пробы бидистиллированной 
водой в соотношении «эритроциты: H2O»=1:9 по 
объему. В 10 % гемолизатах проводили определение 
активности ферментов ГПО, ГР, СОД и содержания 
GSH. Концентрацию гемоглобина измеряли гемогло-
бинцианидным методом, используя наборы реагентов 
фирмы «Синтакон» (Россия). 

В основу определения активности ГР положен 
спектрофотометрический метод [6]. Реакционная 
смесь содержала фосфатный буфер 0,05 М, рН 7,4; 
глутатион окисленный 0,5 мМ, NADPH 0,1 mM и 
10 % гемолизат, содержащий 500–900 мкг белка в 
пробе. Скорость реакции измеряли в спектрофото-
метрической кювете при t= 37 0С в спектрофотоме-
тре СФ–2000 (ОКБ «Спектр», Россия) в программе 
«Кинетика». Активность фермента выражали в Ед/г 
Hb, что соответствует мкмоль/мин/г гемоглобина. 

Активность ГПО определяли методом [4] в нашей 
модификации, которая заключалась в адаптации ме-
тодики фотометрирования проб к биохимическому 
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анализатору BS 3000P («Sinnova», КНР). Активность 
выражали в Ед/г Hb, что соответствует (мкмоль/мин/г 
гемоглобина).

Определение концентрации GSH в эритроцитах 
проводили в безбелковых гемолизатах. Для осажде-
ния белка к 100 мкл гемолизата добавляли 100 мкл 
5 %-сульфосалициловой кислоты в пробирках Эп-
пендорфа и центрифугировали на микроцентрифуге 
LV–1100 (Elmi, Latvia) 5 мин 8000 об./мин. В другие 
пробирки вносили 20 мкл гемолизата,1,0 мл Трис и 
20 мл 10 % ДТНБ. Через 10 мин измеряли на биоана-
лизаторе BS 3000P («Sinnova», КНР). Концентрацию 
выражали в мкмоль/г гемоглобина. 

Активность СОД определяли в хлороформ-эта-
нольных экстрактах эритроцитов, осаждая на холоду 
10 % гемолизат в соотношении на 1 мл гемолизата 
400 мкл хлороформ-этанольной смеси и 100 мкл Н2О. 
Хлороформ-этанольная смесь содержала 3 объемные 
части хлороформа и 5 частей этанола. Реакцию про-
водили в спектрофотометрической кювете в натрий-
фосфатном буфере, рН 7,8, 0,015 М, содержащем 
0,08 мМ N,N,N`,N`-тетраметилэтилендиамина, 0,008 
мМ ЭДТА и 0,014 мМ кверцетина в объеме 2,8 мл. 
Объем 10 % гемолизата варьировал от 20 до 30 мкл. 
Скорость реакции измеряли на спектрофотометре 
СФ-2000 в программе «Кинетика» и рассчитывали в 
ед/г гемоглобина. За 1 ед. принимали 50 % ингиби-
рование скорости основной реакции аутоокисления 
кверцетина.

Результаты исследования анализировали с при-
менением статистической программы «SPSS 21» для 
Windows. Для определения характера распределения 
и описательной статистики переменных использова-
ли одновыборочный критерий Колмогорова-Смирно-
ва; для анализа различий между группами исполь-
зовали непараметрический критерий Манна–Уитни; 
корреляционный анализ проводили с использованием 
критерия Спирмена. 

Результаты исследования и их обсуждение
Статистический анализ исследуемых параметров 

показал, что переменные во всех группах имеют нор-
мальное распределение, но ввиду малочисленности 
групп были тестированы по непараметрическим кри-
териям. Как видно из данных табл. 2, при сравнении 
со здоровыми людьми у больных ПНГ наблюдалось 

угнетение метаболизма глутатиона и признаки ОС, 
выражавшиеся в значительном снижении уровня 
GSH и активности антиоксидантных ферментов ГПО, 
ГР и СОД в эритроцитах. Различия исследованных 
показателей в зависимости от пола и лечения боль-
ных ПНГ не были обнаружены. 

Корреляционный анализ с применением критерия 
Спирмена выявил в группе больных ПНГ значимую 
положительную корреляцию между активностью ГР 
и ГПО (R = 0,376; р<0,01) в эритроцитах, а также сла-
бую отрицательную связь (R= –0,338; p <0,05) между 
активностью ГПО в эритроцитах и концентрацией 
ДД в плазме крови. Кроме того, обнаружена поло-
жительная корреляция ДД с СРБ (R=0,490; p<0,001).

Согласно своему предназначению, ГПО исполь-
зует GSH для восстановления пероксида водорода и 
липопероксидов, переводя его в окисленную форму 
GSSG, а ГР восстанавливает последний. Полагают, 
что соотношение активности этих ферментов отража-
ет окислительно-восстановительный потенциал клет-
ки [26] и может иметь прогностический характер.

Для выяснения взаимосвязи показателей метабо-
лизма GSH с развитием воспалительного процесса 
больных распределили по критерию С-реактивного 
белка (СРБ) на 2 группы. В группу 1 включили паци-
ентов ПНГ со значениями СРБ >5 мг/л, а в группу 2 
больных ПНГ с концентрацией СРБ ≤5 мг/л. 

Как видно из таблицы 2, у больных ПНГ в обе-
их группах при сравнении со здоровыми людьми 
значительно угнетен метаболизм глутатиона, о чем 
свидетельствует низкая активность ГПО и ГР. Низкая 
активность СОД по сравнению с контролем указы-
вает на ослабление АОС независимо от уровня СРБ. 

Уровень GSH у больных группы 2 незначительно, 
но достоверно отличался от контрольных величин, 
при этом примерно в 1,5 раза по медиане превышал 
этот показатель в группе 1. 

В группе 1 обнаружена отрицательная корреляция 
уровня GSH с активностью ГР (R= –636; p<0,05) и 
активностью СОД (R= –0,727; p<0,05), а также по-
ложительная корреляция между концентрацией ДД 
и СРБ. 

В группе 2 положительная корреляция между 
активностью ГПО и ГР (R= 0,521, p<0,001), ха-
рактерная для всей выборки, в целом сохранялась. 
Однако связь между уровнем GSH в эритроцитах и 

Содержание GSH, активность ГПО, ГР и СОД в эритроцитах у больных ПНГ и здоровых людей
Таблица 2

Показатель GSH, мкмоль/г Hb ГПО, ед/г Hb ГР, ед/г Hb СОД, ед/г Hb

ПНГ (N=63) 1,96 (1,32–2,54) 
*Р<0,001

10,5 (7,01–12,6) 
*Р<0,001

0,79 (0,58–1,05) 
*Р<0,001

9,34 (3,25–14,54) 
*Р<0,001

Группа 1 (N= 12) 1,45 (1,09–1,85) 
*Р<0,001

11,10 (9,44–12,19) 
*Р<0,001

0,77 (0,54–0,97) 
*Р<0,001

12,40 (6,28–17,36) 
*Р<0,001

Группа 2 (N=51) 2,18 (1,34–2,71) 
*Р<0,01; **Р<0,05

10,5 (7,6–13,1) 
*Р<0,001

0,79 (0,58–1,1) 
*Р<0,001

9,51(1,29–15,08) 
*Р<0,001

Контроль (N=75) 3,60 (2,61–4,74) 14,25 (10,9–17,98) 1,34 (1,21–1,64) 17,90 (14,65–28,5)
Примечания: показатели выражены в Ме(Q1 – Q3); *Р — статистическая значимость различий между показателями 
1 и 2 групп c группой доноров; **Р — статистическая значимость различий между показателями 1 и 2 групп.
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концентрации СРБ в плазме оказалась положитель-
ной (R=0,626; p<0,001) при значениях концентрации 
СРБ в диапазоне референсного интервала. Концен-
трация ДД в плазме отрицательно коррелировала с 
активностью ГПО в эритроцитах ( R= –0,331; P<0,05) 
и положительно с концентрацией СРБ (R=0,358; 
P<0,05). Концентрация GSH, хотя и была ниже, чем 
у здоровых людей, но достоверно превышала этот 
показатель у больных группы 1. 

Учитывая взаимосвязь изменения показателей 
GSH и СРБ, можно предположить участие глутатиона 
в развитии воспаления сосудов при ПНГ. В этот про-
цесс также вовлечены ферменты ГПО и ГР, которые 
тесно связаны между собой и зависят от концентра-
ции восстановленной формы GSH. 

Взаимосвязь воспаления с риском возникнове-
ния тромбозов продемонстрирована при различных 
васкулярных заболеваниях [3, 8, 25]. У людей с фак-
торами риска атеросклероза установлена сильная 
корреляция между уровенем АФК в крови и кон-
центрацией СРБ [10]. У здоровых людей белой расы 
популяции Южной Африки с низкой активностью 
ГПО изменен гемостатический профиль, включая 
нарушение лизиса фибрина [17]. 

Корреляция ДД, общепринятого маркера АВСФ, 
с СРБ, маркером воспаления, в нашем исследовании 
при наличии связи с активностью ГПО, подтверждает 
вовлеченность системы глутатиона, как в процесс 
развития воспаления, так и возникновения тромбо-
зов [5]. 

Хотя ОС, по мнению некоторых исследователей, 
не является этиологическим фактором ПНГ, влияние 
его на развитие сосудистых осложнений, в частности, 
гемолиза и тромбозов, существенно [5]. Механизмы 
патогенеза могут быть связаны как с прямым раз-
рушительным воздействием АФК на биологические 
структуры, так и с нарушением сигнальных регулято-
ров, связанных с окислительно-восстановительными 
процессами в эндотелии [8, 9, 16]. 

Избыток АФК вызывает существенные изменения 
функции эндотелия сосудов: торможение эндоте-
лийзависимой вазодилатации; увеличение синтеза 
адгезивных молекул, что ведет к прилипанию и 
проникновению моноцитов в сосудистую стенку, 
превращению их в макрофаги; повышение агрегации 
тромбоцитов и тромбообразования, характерные для 
ПНГ. 

Устойчивое снижение АО ферментативной 
функции, наблюдаемое при ПНГ, независимо от 
того, является ли оно первичным или вторичным, 
нуждается в коррекции, поэтому представляются 
логичными исследования эффективности примене-
ния антиоксидантов при этом сложном заболевании. 
Сложная взаимосвязь метаболизма глутатиона с вос-
палительным процессом и нарушением гемостаза 
при ПНГ, установленная в данной работе, нуждается 
в детализации и дальнейших исследованиях. 

Выводы
1. В организме больных ПНГ установлен устой-

чивый окислительный стресс с низкой активностью 
СОД, с нарушением метаболизма глутатиона, выра-
жающимся в низкой активности ферментов ГПО и 
ГР, а также низком уровне восстановленной формы 
глутатиона GSH. 

2. Повышение образования продуктов фибрино-
лиза Д-димеров как маркера активации внутрисосу-
дистого свертывания и фибринолиза коррелирует со 
снижением активности ГПО и повышением концен-
трации СРБ, что указывает на сложную взаимосвязь 
между процессами свободно-радикального окис-
ления, воспаления и активации внутрисосудистого 
свертывания и фибринолиза.

3. Показатели GSH и ГПО эритроцитов могут 
быть потенциальными маркерами развития вос-
паления сосудов и активации внутрисосудистого 
свертывания и фибринолиза при пароксизмальной 
ночной гемоглобинурии. 
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Abstract
Introduction. Oxidative stress (OS) is involved in the development of vascular inflammation and hemostasis. The 

aim. We hypothesized that GSH-dependent antioxidant defense system may be affected in paroxysmal nocturnal 
hemoglobinuria (PNH), causing exacerbation of inflammation and activation of intravascular coagulation and fibrinolysis 
(AIVCF). 

Methods. The study involved 63 patients with PNH and 75 healthy people. The concentration of GSH and the activity 
of glutathione peroxidase (GP), glutathione reductase (GR) and superoxide dismutase (SOD) have been determined in 
the erythrocytes.

Results. We have demonstrated the inhibition of glutathione metabolism and signs of OS, expressed in a significant 
reduction in levels of GSH and decreased activity of antioxidant enzymes GP, GR and SOD in erythrocytes when compared 
PNH patients with healthy people. Spearman’s test showed significant positive correlation between the activity of GR 
and GP (R = 0,376; p<0,01) in red blood cells, as well as a weak negative correlation (R = –0,338; p <0,05) between GP 
activity in erythrocytes and the concentration of D-dimer in the blood plasma in patients with PNH. A positive (R = 0,626; 
p<0,001) correlation was found between GSH in erythrocytes and plasma concentrations of CRP at CRP concentration 
values in the range of reference interval. 

экспериментальные ñòàòüè
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Conclusion. The results are consistent with previously published data on disorders of glutathione metabolism in 
PNH. The indicators GSH and GP in erythrocytes can be considered as potential markers of AIVCF and vascular 
inflammation in PNH.

Keywords: activation of intravascular coagulation and fibrinolysis, glutathione peroxidase, glutathione reductase, 
glutathione, intravascular hemolysis.  
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