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Введение 

Сосудистый эндотелий – однослойный 
пласт плоских специализированных кле-
ток мезенхимального происхождения, вы-
стилающий внутренние поверхности орга-
нов сердечно-сосудистой и лимфатической 
систем, обеспечивающий их атромбоген-
ные свойства и регулирующий обмен меж-
ду кровью и тканью [1].

Под дисфункцией эндотелия понима-
ют нарушение баланса между процесса-
ми продукции вазодилатирующих, ангио-
протективных, антипролиферативных фак-
торов, с одной стороны, и вазоконстрик-
торных, протромботических, пролифера-
тивных с другой. [5, 8, 9]. Среди большо-
го числа биологически активных веществ, 
которые продуцируются эндотелием, глав-
ным фактором в развитии его дисфункции 
является, прежде всего, оксид азота – NO. 
В 1992 г. журнал «Science» назвал окись 
азота (NO) молекулой года. «За открытие 
роли оксида азота как сигнальной молеку-
лы в регуляции сердечно-сосудистой си-
стемы» в 1998 г. была вручена Нобелевская 
премия в области физиологии и медицины.

В последние годы исследователи от-
крыли множество новых свойств эндоте-
лия. Его можно расценивать как эндокрин-
ный орган, выделяющий большое количе-
ство биологически активных соединений, 
участвующих процессах регуляции гоме-
остаза. Эти соединения определяют усло-
вия для внутрисосудистого кровотока, ре-

гулируют свертываемость крови, тонус со-
судов. Нормальная функциональная ак-
тивность эндотелия обеспечивает трофи-
ческую функцию, кроме того, защитную 
и барьерную. Эндотелий обеспечен также 
высокоорганизованными процессами са-
морегуляции.  

Основным недостатком изучения со-
стояния эндотелия в настоящее время яв-
ляется отсутствие четких диагностических 
критериев (биохимических, инструмен-
тальных) [6]. В качестве наиболее досто-
верного маркера функции эндотелия без-
условно могло бы являться измерение со-
держания NO. Однако нестабильность и 
короткий период жизни молекулы резко 
ограничивают применение этого подхода.

Известные инструментальные методы 
исследования функции эндотелия перифе-
рических артерий основываются на оцен-
ке способности эндотелия продуцировать 
NO в ответ на фармакологические (аце-
тилхолин, метахолин, брадикинин, гиста-
мин) или физические (изменение кровото-
ка) стимулы, прямом определении уровня 
NO и других NO-зависимых медиаторов, 
а также на оценке «суррогатных» показа-
телей эндотелиальной функции. Для это-
го используются веноокклюзионная пле-
тизмография, коронарография, магнитно-
резонансная томография, ультразвуковое 
дуплексное сканирование периферических 
артерий с проведением проб, оценка ми-
кроальбуминурии.

УДК 616.1-074:577.12

способ бИоХИМИЧеской оЦенкИ ДИсфУнкЦИИ ЭнДотелИЯ

УО «Гродненский государственный медицинский университет», г. Гродно, Беларусь

В статье описан способ диагностики дисфункции эндотелия, основанный на 
определении в плазме крови концентрации предшественника оксида азота – аргинина, а 
также его метаболитов (орнитина и цитруллина). Предложен коэффициент К=(Arg-Ctr)/
Orn, значение которого < 0,44 свидетельствует о дисфункции эндотелия. 

Ключевые слова: дисфункция эндотелия, оксид азота, аргинин, орнитин, цитруллин

о.н. Могилевец, В.М. Шейбак,  
В.М. пырочкин, Э.В. Могилевец 
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Общепринятым методом оценки обще-
го синтеза NO в биологических жидкостях 
и косвенным методом оценки активности 
эндотелиальной NO-синтазы является сум-
марная оценка нитратов (после их восста-
новления до нитритов) и нитритов [7]. Ме-
тод основан на том, что в биологических 
системах NO быстро превращается в ион 
нитрита (NO2), но в присутствии кровяно-
го Fe+ и некоторых других переходных ме-
таллов NO2 трансформируется в более ста-
бильный ион нитрата (NO3). В условиях 
организма в качестве метаболитов NO пре-
обладают нитраты, которые в отличие от 
других метаболитов не подвергаются бы-
стрым изменениям во время забора и хра-
нения крови. Недостатком этого метода яв-
ляется то, что до 50% нитратов и нитритов, 
содержащихся в плазме крови, могут по-
ступать в организм с пищей, малая клини-
ческая информативность, невозможность 
объективизации патологического процес-
са. Следует отметить, что изучение толь-
ко метаболитов NO в плазме или моче не 
позволяет получать полную информацию о 
состоянии нитратпродуцирующих систем.

В качестве потенциальных маркеров 
дисфункции эндотелия рассматриваются 
также несколько субстанций, продукция ко-
торых может отражать функцию эндотелия: 
тканевый активатор плазминогена и его ин-
гибитор, тромбомодулин, фактор Вилле-
брандта [4]. Таким образом, проблема по-
иска информативных и объективных биохи-
мических маркеров дисфункции эндотелия 
продолжает оставаться актуальной.

Цель исследования: 
разработка способа био-
химической оценки дис-
функции эндотелия. 

Предлагаемый ме-
тод биохимической оцен-
ки дисфункции эндоте-
лия основан на определе-
нии предшественника NO 
– L-аргинина и основных 
продуктов его метаболизма 
– цитруллина и орнитина. 

NO-синтаза катализирует окисление 
L-аргинина в цитруллин. На первой стадии 
происходит гидроксилирование аргинина 
с образованием Ng- гидроксиаргинина, ко-
торый на следующей стадии окисляется до 
Ng-оксиаргинина. При расщеплении по-
следнего происходит освобождение NO и 
образование промежуточного карбодиими-
да, который гидролизуется до цитруллина 
(рисунок 1). На каждой из двух основных 
стадий катализа используется по одной мо-
лекуле NADPH и кислорода.

Кроме того, аргинин и цитруллин уча-
ствуют также в цикле мочевины (рисунок 
2). На первой стадии, из гидрокарбона-
та и аммиака образуется карбамоилфос-
фат (1). На следующей стадии, карбамо-
ильный остаток переносится на орнитин 
с образованием цитруллина (2). Затем ци-
руллин реагирует с аспартатом с образо-
ванием аргининосукцината (3). Отщепле-
ние фумарата от аргининосукцината при-
водит к аргинину (4), из которого в резуль-
тате гидролиза образуется мочевина (5). 
Остающийся орнитин вновь включается в 
цикл мочевины.

Следовательно, вычитая из концентра-
ции исходного субстрата вышеописанных 
реакций – аргинина концентрацию продук-
та его метаболизма – цитруллина с после-
дующим соотношением полученной раз-
ности к концентрации орнитина, не прини-
мающего участия в синтезе  NO, можно су-
дить об интенсивности метаболизма арги-
нина и степени его участия в сопряженных 
процессах образования NO и мочевины.

рисунок 1 – Схема синтеза оксида азота
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Исходя из этого, был разработан метод, 
основанный на определении в крови кон-
центрации аргинина, орнитина и цитрул-
лина с последующим расчетом биохими-
ческого коэффициента дисфункции эндо-
телия (К) по формуле 1:

К=(Arg-Ctr)/Orn (1)

Материал и методы исследования

Под наблюдением находилось 50 па-
циентов. В крови определялись концен-
трации свободных аминокислот (аргини-
на, орнитина, цитруллина) методом обра-
щеннофазной высокоэффективной жид-
костной хроматографии с изократическим 
элюированием и детектированием по флу-
оресценции (231/445 нм). Условия опре-
деления: колонка Диасорб 130 С16Т, 3×150 
мм; подвижная фаза: 0,1 М Na-ацетатный 
буфер pH 5,7 / 50% метанол 100/54 (об/об). 
Скорость потока 0,8 мл/мин, температура 
колонки 30°С. Дериватизация: смешива-
ние пробы с 5 объемами 0,4% 
раствора о-фталевого альде-
гида и 0,3% 3-меркаптопро-
пионовой кислоты в 0,4 М 
Na-боратном буфере, pH 9,4, 
затем нейтрализация добав-
лением равного объема 0,1 М 
хлорной кислоты. На основа-
нии полученных данных рас-
считывали коэффициент, ко-
торый отражает синтез эндо-
генного NO (формула 1). 

Кроме того, у всех пациентов проводи-
лась функциональная окклюзионная про-
ба с объективным контролем степени вазо-
дилатации реографическим методом. Ис-
следование эндотелийзависимой реакции 
плечевой артерии в ответ на пробу с ре-
активной гиперемией осуществляли мето-
дом реовазографии с помощью аппаратно-
программного комплекса «Импекард». В 
качестве информативной реографической 
величины оценивалось относительное из-
менение максимальной объемной скорости 
кровенаполнения (Δdz/dt),% – показатель 
вазомоторной функции эндотелия, вызван-
ное реактивной гиперемией (эндотелий за-
висимая вазодилатация сосудов – ЭЗВД). 
В настоящее время ЭЗВД < 12% принято 
считать обусловленной дисфункцией эндо-
телия [2, 3]. Полученные данные были об-
работаны статистически с использованием 
пакета программ Statistica 6.0.

Результаты исследования

По результатам функциональной ок-
клюзионной пробы все пациенты были 
разделены на 2 группы: I – с ЭЗВД < 12%, 
n= 20; II – с ЭЗВД > 12%, n=30.

Данные, полученные при исследова-
нии показателей у пациентов обеих групп 
приведены в таблице. Как видно из табли-
цы статистически значимых различий в 
концентрации определяемых аминокис-
лот между группами не наблюдалось. При 
проведении рангового корреляционного 
анализа Спирмена не отмечено также на-
личия зависимости ЭЗВД и наличия дис-

рисунок 2 – Схема цикла мочевины

Таблица 1 – Концентрация аминокислот и рассчитанный 
коэффициент, M±m

Показатель I, n=20 II, n=30
ЭЗВД, % -1,16±1,859* 38,15±2,826
Arg, нмоль/л 83,65±9,435 76,32±3,481
Orn, нмоль/л 59,76±2,835 56,43±2,819
Ctr, нмоль/л 20,19±1,405 22,57±0,999

(Arg-Ctr)/Orn, Ед -1,06±0,133*
(Min -2,62; Max -0,44)

0,87±0,114
(Min -0,97; Max 1,95)

Примечание – * – различия статистически значимы с использовани-
ем критерия Манна-Уитни, р<0,001.
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функции эндотелия от концентрации ис-
следуемых аминокислот.

В то же время различие значения рас-
считанного коэффициента в исследуемых 
группах было высокодостоверно (р<0,001). 
Кроме того, выявлена сильная положитель-
ная взаимосвязь ЭЗВД (R=0,70, р<0,05), а 
также сильная отрицательная корреляция 
наличия дисфункции эндотелия (R=-0,75, 
р<0,05) со значением предложенного био-
химического коэффициента.

Для установления значений коэффи-
циента, при котором диагностируется дис-
функция эндотелия проводили построение 
характеристической кривой (рисунок 3).

Характеристические кривые отобража-
ют взаимосвязь между чувствительностью 
и специфичностью теста по всему диапа-
зону точек разделения, построенные для 
установления значения показателей, при 
которых развитие выраженного спаечного 
процесса имеет высокую вероятность. Для 
построения кривой для каждого получен-
ного значения показателя рассчитывали 
чувствительность (Se) – долю положитель-
ных результатов в группе пациентов с на-
личием дисфункции эндотелия при данном 
значении, и специфичность (Sp) – долю от-
рицательных результатов в группе пациен-
тов без дисфункции (рисунок 3).

По полученному графику проводи-
ли выбор оптимальной точки разделения 
– значения, отделяющего нормальные по-
казатели от патологических. По выбран-

ной точке определяли чувствительность и 
специфичность метода, рассчитывали от-
ношение правдоподобия, прогностиче-
скую ценность тестов. отношение прав-
доподобия (likelihood ratio, LR) – вероят-
ность того, что данный результат диагно-
стического теста будет ожидаться у паци-
ента с заболеванием по сравнению с веро-
ятностью, что тот же самый результат бу-
дет ожидаться у пациента без заболевания. 
Показывает, во сколько раз выше (ниже) 
вероятность получить данный результат 
теста у больных, нежели у здоровых. От-
ношение правдоподобия положительного 
(LR+) и отрицательного (LR-) результата 
рассчитывали по формулам 2 и 3:

LR+ = Se / (1-Sp) (2)
LR- = (1-Se) / Sp,  (3)
где Se – чувствительность теста,
Sp – специфичность теста.
Оптимальной точкой разделения яв-

ляется коэффициет  < 0,44 (Se = 100%; Sp 
=90%; LR+=7,5; LR–=0).

На основании проведенных расчетов, о 
дисфункции эндотелия свидетельствует зна-
чение коэффициента (Arg-Ctr)/Orn < 0,44. 

Таким образом, предлагаемый способ 
является высоко информативным, объек-
тивным, доступным и может найти широ-
кое применение в клинической практике.
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METHOD OF THE BIOCHEMICAL ESTIMATION OF ENDOTHELIAL 
DYSFUNCTION

The method of the biochemical estimation of endothelial dysfunction is describe in this 
article. The method is based on determination of the concentration of nitric oxide’s precursor – 
arginine and his metabolites (ornithine, citrulline). The coefficient К=(Arg-Ctr)/Orn is proposed. 
The value of this coefficient less 0,44 indicate of endothelial dysfunction. 
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