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Цель. Показать возможность применения технологии фиксации жидкостно-хроматографических спек-

тральных образов сыворотки крови для диагностики дисплазии эпителия толстой кишки у больных язвенным 
колитом.

Методы. Обследованы 49 больных язвенным колитом. Колоноскопию с оценкой индекса Mayo и биопсией 
слизистой оболочки кишечника проводили при помощи аппарата OLYMPUS CV-170 (Япония). Биоптаты брали 
из наиболее поражённых участков слизистой оболочки толстой кишки (от 3 до 10 биоптатов). Морфологическое 
исследование включало оценку гистологической активности язвенного колита и наличия дисплазии слизистой 
оболочки толстой кишки. Результаты гистологического исследования оценивали два эксперта. Высокоэффек-
тивную жидкостную хроматографию сыворотки крови выполняли по стандартной методике на хроматографе 
«Милихром А-02» (ЗАО «Эконова», Новосибирск). Статистическая обработка хроматограмм сыворотки крови 
проведена на совмещённой с хроматографом персональной электронно-вычислительной машине, конечным ре-
зультатом было построение спектральных образов болезни.

Результаты. У 13 больных язвенным колитом по результатам гистологического исследования выявлена 
дисплазия различной степени. Совокупность спектральных образов разных пациентов, полученных при об-
работке хроматограмм, составляла диагностическое облако патологического состояния. Установлено полное 
разграничение жидкостно-хроматографических спектральных образов сыворотки крови больных язвенным 
колитом с наличием дисплазии слизистой оболочки толстой кишки и без дисплазии по результатам многомер-
ного кластерного анализа. Диагностическая точность метода составила 88%.

Вывод. Показана возможность использования технологии построения и анализа жидкостно-хроматогра-
фических спектральных образов сыворотки крови для диагностики дисплазии эпителия толстой кишки у боль-
ных язвенным колитом.

Ключевые слова: высокоэффективная жидкостная хроматография, язвенный колит, дисплазия,  
диагностика.

TECHNOLOGY OF LIQUID CHROMATOGRAPHIC SERUM SPECTRAL IMAGES FIXATION IN 
THE DIAGNOSIS OF COLONIC MUCOSAL DYSPLASIA

O.P. Alekseeva, E.N. Kolodey
Nizhny Novgorod regional clinical hospital named after Semashko, Nizhny Novgorod, Russia
Aim. To demonstrate the possibility of use of technology of liquid chromatographic serum spectral images fixing 

for the diagnosis of colonic epithelial dysplasia in patients with ulcerative colitis.
Methods. 49 patients with ulcerative colitis were examined. Colonoscopy with Mayo index evaluation and biopsy 

of the intestinal mucosa were carried out using OLYMPUS CV-170 device (Japan). Biopsies were taken from the most 
affected areas of the colonic mucosa (from 3 to 10 biopsies). Morphological study included an assessment of histological 
activity of ulcerative colitis and colonic mucosal dysplasia. The results of histological studies were evaluated by two 
experts. High performance liquid chromatography of serum was performed by a standard technique in the chromatograph 
«Milichrom A-02» (CJSC «EcoNova», Novosibirsk). Statistical analysis of serum chromatograms was performed with 
the use of chromatograph combined with a PC, the end result was construction of spectral images of the disease.

Results. In 13 patients with ulcerative colitis the results of histological examination revealed various degrees of 
dysplasia. The set of spectral images of different patients, obtained in the processing of chromatograms, composed the 
diagnostic cloud of a pathological condition. The study revealed complete differentiation of liquid-chromatographic 
spectral images of serum of patients with ulcerative colitis with and without colonic mucosal dysplasia according to the 
results of multivariate cluster analysis. The diagnostic accuracy of the method was 88%.

Conclusion. The possibility of using the technology of construction and analysis of liquid-chromatographic spectral 
images of serum for the diagnosis of colonic epithelial dysplasia in patients with ulcerative colitis was demonstrated.

Keywords: high-performance liquid chromatography, ulcerative colitis, dysplasia, diagnosis.

Диагностика рака толстой кишки (РТК) на 
фоне язвенного колита (ЯК) представляет труднос-
ти для клиницистов. Больные ЯК относятся к 3-й 
группе (группе высокого риска) по развитию РТК. 
Известно, что риск малигнизации у больных ЯК в 
8–10 раз выше, чем в общей популяции [1]. В Рос-
сии частота РТК при ЯК составляет 1,6–6,1% [2].

Особенность РТК, развившегося на фоне 

ЯК, — течение злокачественного процесса через 
стадию дисплазии различной степени с наличи-
ем мультицентрового поражения. Это создаёт 
дополнительные трудности для диагностики в 
связи с необходимостью проведения колоноско-
пии с множественными биопсиями [3].

Проблемы в выявлении дисплазии стимули-
руют поиск дополнительных критериев, позво-
ляющих оценить риск злокачественной транс-
формации.

© 2017 Алекссева О.П. и соавторы 
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Нами предпринята попытка использования 
для этой цели одного из самых мощных методов 
современной аналитической химии — метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ).

К настоящему времени собраны убедитель-
ные доказательства того, что изменения хими-
ческого состава и соотношения продуктов кле-
точного метаболизма, определяемые при ВЭЖХ 
сыворотки крови, служат надёжными диагности-
ческими критериями многих заболеваний [4, 5].

Целью работы было исследование возможнос-
ти применения технологии фиксации жидкост-
но-хроматографических спектральных образов 
сыворотки крови для диагностики дисплазии 
эпителия толстой кишки у больных ЯК.

На базе гастроэнтерологического отделения 
Нижегородской областной клинической больни-
цы им. Н.А. Семашко обследованы 49 больных 
ЯК. Пациенты были в возрасте от 20 до 72 лет, 
имели давность заболевания от 1 до 18 лет, в 
большинстве случаев (36,7%) — от 1 до 5 лет. В 
исследование не включали больных с тяжёлой 
сопутствующей патологией в стадии декомпен-
сации. Среди сопутствующих заболеваний наи-
более часто встречались анемия (55,1%), хрони-
ческий гастрит (40,8%), хронический холецистит 
(24,5%), хронический панкреатит (16,3%), гастро-
эзофагеальная рефлюксная болезнь (12,2%), кон-
тролируемая артериальная гипертензия (6,1%).

Диагноз ЯК выставляли в соответствии с 
международными и Российскими рекомендаци-
ями с учётом клинической картины, результатов 
эндоскопического и морфологического исследо-
вания с исключением кишечных инфекций [6].

Колоноскопию с оценкой индекса Mayo и би-
опсией слизистой оболочки кишечника проводи-
ли при помощи аппарата OLYMPUS CV-170 (Япо-
ния). Биоптаты брали из наиболее поражённых 
участков слизистой оболочки толстой кишки: от 
3 до 10 биоптатов.

Морфологическое исследование включало 
оценку гистологической активности ЯК и выяв-
ление (исключение) дисплазии слизистой оболоч-
ки толстой кишки. Результаты гистологического 
исследования оценивали два эксперта. Окраску 
микропрепаратов проводили по Романовскому.

Исследование активности ЯК выполня-
ли с применением системы бальных оценок по 
S.N. Saverymuttu и соавт. (1986) [7]. Подсчитывали 
индекс гистологической активности по суммар-
ному количеству баллов: незначительная актив-
ность — 3–4 балла, умеренная — 5–10 баллов, 
выраженная активность — 11–12 баллов. Оценку 
наличия дисплазии и степени её выраженности 
проводили на основе классификации, разработан-
ной международной группой экспертов [8].

При ВЭЖХ использовали стандартную ме-
тодику исследования на хроматографе «Мили-
хром А-02» (ЗАО «Эконова», Новосибирск) [5, 9]. 
Почти все зафиксированные на хроматограмме 
пики были ассоциированы с олигопептидами, 
пептидами или низкомолекулярными белками. В 

данной работе в качестве исследуемого субстрата 
была использована сыворотка крови. Забор кро-
ви осуществляли натощак из вены в количестве 
10 мл с дальнейшей стандартной обработкой для 
подготовки к хроматографии.

Полученная хроматограмма подвергалась ма-
тематической обработке с идентификацией наибо-
лее значимых пиков и вычислением их площадей.

Отношения площадей представляют собой 
безразмерные пропорции количеств веществ 
в смеси и наиболее полно отражают её биохи-
мический состав. Эти соотношения являлись 
параметрами, подлежащими дальнейшей мно-
гоуровневой статистической обработке [10]. Ста-
тистическая обработка хроматограмм сыворотки 
крови проводилась на совмещённой с хромато-
графом персональной электронно-вычислитель-
ной машине, предназначенной для обработки 
массива хроматограмм на основе многоуровне-
вого кластерного анализа с формированием трёх-
мерного образа нормы или патологического со-
стояния [10]. Конечным результатом методики 
был спектральный образ, расположенный в фик-
сированной точке трёхмерного пространства ко-
ординат (X, Y, Z). Совокупность спектральных 
образов разных пациентов составляла диагнос-
тическое облако патологического состояния.

Для достижения поставленной цели прово-
дили построение, анализ и сравнение жидкост-
но-хроматографических спектральных образов 
сыворотки крови у больных ЯК, у которых при 
гистологическом исследовании биоптатов тол-
стой кишки находили изменения, характерные 
для дисплазии различной степени. Спектраль-
ные образы сыворотки крови таких пациентов 
сравнивали со спектральными образами сыво-
ротки крови больных ЯК без дисплазии слизис-
той оболочки.

Пациенты с ЯК по результатам гистологичес-
кого исследования разделены на две группы: с на-
личием дисплазии слизистой оболочки толстой 
кишки (13 человек) и без дисплазии (36 больных).

При оценке биоптатов по критериям 
S.N. Saverymuttu и соавт. (1986) только у 6 паци-
ентов установлена незначительная степень ак-
тивности (индекс гистологической активности 
3–4 балла), 29 больных имели индекс гистоло-
гической активности 5–10 баллов, у 14 больных 
выявлена выраженная гистологическая актив-
ность (индекс гистологической активности 
11–12 баллов). Существуют значительные труд-
ности диагностики дисплазии у больных ЯК на 
фоне выраженного воспаления (Белоусова Е.А., 
2002). В связи с этим для повышения точности 
диагностики из дальнейшего исследования спек-
трометрических образов были исключены 14 па-
циентов, у которых при оценке гистологических 
признаков была выявлена 3-я степень гистологи-
ческой активности ЯК.

Жидкостно-хроматографический анализ и 
построение спектральных образов выполнены у 
25 больных ЯК. Конечным результатом методи-
ки являлся спектральный образ сыворотки крови 
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Таблица 1
Результаты статистического анализа диффе-
ренциальной диагностики между группами 

язвенного колита и дисплазии методом  
многомерного кластерного анализа

Рис. 1. Дендрограмма жидкостно-хроматографического спектрометрического разделения методом многомер-
ного кластерного анализа для образов язвенного колита с дисплазией и без неё. Координаты: X=A(1602)/A(1370), 
Y=A(1662)/A(1315), Z=A(2924)/A(926). ДС — дисплазия; ЯК — язвенный колит

Рис. 2. Жидкостно-хроматографические спектрометрические образы язвенного колита без дисплазии (светлый) 
и с дисплазией (тёмный) слизистой оболочки толстой кишки. Координаты: X=A(1602)/A(1370), Y=A(1662)/A(1315), 
Z=A(2924)/A(926)

больного ЯК без дисплазии слизистой оболочки 
толстой кишки, расположенный в фиксирован-
ной точке трёхмерной системы координат, что 
обеспечивало наглядность представления конеч-
ных показателей. Совокупность спектральных 
образов разных пациентов с ЯК без дисплазии 
слизистой оболочки составляла диагностичес-
кое облако патологического состояния, кото-

Кластер №
Количество 

наблюдений в 
кластере

%

1 25 100
Центроиды 

кластера X=3,42694; Y=6,46477; Z=22,3118

рое по заданным статистическим критериям 
в дальнейшем сравнивали с облаком больных 
ЯК с наличием дисплазии слизистой оболочки. 
Дендрограмма спектрометрического разделения 
образов ЯК с дисплазией и без неё и результаты 
статистического анализа представлены на рис. 1 
и в табл. 1.

Таким образом, по результатам многомерно-
го кластерного анализа статистическое разделе-
ние между группами больных ЯК с дисплазией 
слизистой оболочки толстой кишки и без неё со-
ставило 100%.

В одном трёхмерном пространстве были по-
строены жидкостно-хроматографические спек-
тральные образы сыворотки крови больных ЯК 
с наличием дисплазии слизистой оболочки тол-
стой кишки и без неё. Степень разграничения 
жидкостно-хроматографических спектральных 
образов показана на рис. 2.

Из рис. 2 видно, что облака спектральных 
образов больных ЯК с наличием дисплазии сли-
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зистой оболочки практически полностью отделя-
ются от спектральных образов больных, у кото-
рых дисплазии слизистой оболочки не выявлено.

Характеристика возможностей метода для 
выявления пациентов с ЯК с наличием диспла-
зии слизистой оболочки толстой кишки и без неё 
представлена в табл. 2.

Результаты статистического анализа, при-
ведённые в табл. 2, показывают практически 
полное разграничение показателей ВЭЖХ у 
больных ЯК с наличием дисплазии. Из 25 обсле-
дованных больных разделение спектрометричес-
ких параметров получено у 22 пациентов, что 
соответствует диагностической точности 88,0%. 
Уровень доверительной вероятности по крите-
рию χ2 составил 99,8%. Это стало основанием для 
утверждения, что полученные дифференциаль-
но-диагностические спектральные образы при-
годны для диагностики дисплазии у больных ЯК.

Дисплазия слизистой оболочки толстой 
кишки, безусловно, является наиболее важным, 
всеми признанным морфологическим фактором 
рис ка развития РТК.

Ранее было показано, что дисплазия даже 
низкой степени ассоциирована с 9-кратным 
увеличением риска развития РТК и 12-кратным 
риском развития запущенной опухоли [8]. Прове-
дение колоноскопии с множественной биопсией 
считают в настоящее время наиболее эффектив-
ной стратегией выявления этой патологии [11].

Вместе с тем эндоскопические методы яв-
ляются трудоёмкими, инвазивными, обремени-
тельными для больного, требующими высоко-
технологичного дорогостоящего оборудования 
и высококвалифицированного медицинского 
персонала. Прогрессивные методы эндоскопи-
ческой визуализации требуют дальнейшей раз-
работки [12, 13]. Они не могут быть применимы 
для многократного динамического наблюдения 
за больными ЯК.

Молекулярным маркёром злокачественного 
перерождения может выступать уровень дезокси-
рибонуклеиновой кислоты (ДНК) в железистом 
эпителии, установленный методом проточной 
цитометрии (анеуплоидия ДНК). Иммуногисто-
химические методы позволяют выявить гиперэк-
спрессию мутантного белка (мутация гена р53) в 
эпителии толстой кишки и определить его коли-
чество [14]. Определение ряда ядерных белков, 

ассоциированных с разными фазами клеточного 
цикла (Ki-67, PCNA, ДНК-полимеразы а и в), мо-
жет быть перспективным для контроля опухоле-
вого роста. В клинической практике вышепере-
численные методы пока не применяют.

Это стимулирует поиск новых подходов, по-
зволяющих оценить риск развития злокачествен-
ной трансформации эпителия слизистой оболоч-
ки толстой кишки.

При ЯК и развитии неоплазии на его фоне 
возникают специфические гомеостатические 
сдвиги, прежде всего в главной внутренней сре-
де (крови), в основе которых лежат молекуляр-
но-генетические различия этих патологических 
состояний. Молекулярные механизмы РТК, ас-
социированного с ЯК, изучены недостаточно. 
Клеточные онкогены запускают деление клеток, 
участвуют в процессах пролиферации, диффе-
ренцировки и апоптозе. Онкопротеины кодиру-
ют синтез белков, что и имеет значение в специ-
фических гомеостатических сдвигах как при 
РТК, так и при развитии дисплазии на фоне ЯК.

Почти все генные мутации, участвующие в 
патогенезе спорадического РТК, обнаружены 
при злокачественной трансформации слизистой 
оболочки толстой кишки у больных ЯК. При 
этом выявлены и некоторые особенности. Так, 
мутация гена р53, отвечающего за усиление про-
лиферации, проявляется раньше на фоне ЯК [15]. 
Однако частота этих генных повреждений в по-
следнем случае имеет некоторые особенности. К 
примеру, мутации K-ras, характерные для спора-
дического РТК, при ЯК встречаются очень редко. 
Более того, хронология развития молекулярных 
нарушений при колит-ассоциированной неопла-
зии иная. Мутации гена АРС при спорадическом 
РТК бывают ключевыми и наиболее ранними. 
В то же время при ЯК они обнаруживаются на 
поздних стадиях дисплазии или при наличии 
злокачественного роста.

Отдельные звенья этой цепи могут выступать 
маркёрами злокачественного роста или риска его 
развития (мутации отдельных генов, цитокины и 
рецепторы к ним, ферменты, запускающие кас-
кад активирующих или ингибирующих реакций, 
и т.д.). Наиболее перспективна в этом плане воз-
можность оценки итогового специфического го-
меостатического сдвига, характерного для ЯК 
или развития дисплазии слизистой оболочки 

Показатели ЯК с ДС ЯК без ДС
Количество больных 9 16
Истинно положительные результаты 8 14
Ложноотрицательные результаты 1 2
Чувствительность диагностики, % 88,89 87,5
Диагностическая точность, % 88
χ2 20,0511
Доверительная вероятность, % 99,8

Примечания: ЯК — язвенный колит; ДС — дисплазия слизистой оболочки.

Таблица 2
Показатели диагностической ценности метода высокоэффективной жидкостной хроматографии 

для выявления больных язвенным колитом с дисплазией слизистой оболочки кишечника и без неё
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толстой кишки при этом заболевании.
ВЭЖХ рассматривают как один из самых 

мощных методов современной аналитической 
химии и используют для диагностики и диффе-
ренциальной диагностики многих заболеваний 
[4, 5, 16]. К настоящему времени собраны убе-
дительные доказательства того факта, что изме-
нения химического состава и соотношения про-
дуктов клеточного метаболизма, определяемые 
при ВЭЖХ сыворотки крови, служат надёжным 
дифференциально-диагностическим критерием, 
так как молекулы биохимических соединений 
обладают совершенно определёнными хрома-
тографическими характеристиками: сродство к 
сорбенту, время удержания и время выхода на 
хроматографической колонке [9].

Выявление информативных физико-хими-
ческих диагностических параметров хромато-
грамм сыворотки крови является перспективной, 
но чрезвычайно трудной задачей ввиду сложнос-
ти состава исследуемого субстрата и огромного 
разнообразия получаемых данных. Решение дан-
ной проблемы стало возможным благодаря при-
менению новейших алгоритмических подходов 
и использованию технологий распределённых 
кластерных вычислительных систем [10].

Таким образом, главная внутренняя среда 
организма (кровь) у больных ЯК характеризует-
ся сложными нарушениями гомеостаза, которые 
имеют свою специфику и отличаются от сдвигов 
не только при других заболеваниях кишечника, 
но и, вероятно, при развитии дисплазии на фоне 
основного заболевания. Дифференциальная диа-
гностика возможна по регистрации итогового 
гомеостатического сдвига в главной внутренней 
среде организма (крови), характерного для ЯК и 
развития дисплазии слизистой оболочки толстой 
кишки на его фоне. Такой специфический гоме-
остатический сдвиг может быть выявлен с ис-
пользованием ВЭЖХ с обработкой результатов 
исследования на персональной электронно-вы-
числительной машине.

ВЫВОД

В результате выполненных исследований по-
казана возможность использования технологии 
построения и анализа жидкостно-хроматографи-
ческих спектральных образов сыворотки крови 
для диагностики дисплазии эпителия толстой 
кишки у больных язвенным колитом.
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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ДЫХАТЕЛЬНОЙ 
ГИМНАСТИКИ У ПАЦИЕНТОВ С ПАНИЧЕСКИМИ АТАКАМИ
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Цель. Изучение эффективности применения дыхательной гимнастики при лечении панических атак.
Методы. В исследование были включены 28 пациентов с диагнозом «панические атаки»: 22 женщины и 

6 мужчин. Все испытуемые ежедневно 2 раза в день выполняли программу специально разработанной дыха-
тельной гимнастики в течение 2 мес. У каждого пациента была произведена оценка неврологического статуса 
до и после исследования, показателей сердечно-сосудистой системы (частоты сердечных сокращений, уровня 
артериального давление), частоты дыхания, также регистрировали тяжесть и частоту возникновения паничес-
ких атак. Для оценки тревожности применяли шкалу тревоги Спилбергера. Уровень депрессии оценивали по 
шкале депрессии Гамильтона. Для определения гипервентиляционного синдрома проводили гипервентиляци-
онный провокационный тест и использовали наймигенский опросник.

Результаты. После выполнения дыхательной гимнастики в течение 2 мес на 66% снизилась частота воз-
никновения панических атак, на 50% уменьшилось количество симптомов панических атак, возникающих во 
время приступа. Частота дыхания уменьшилась на 18%, показатели наймигенского опросника — на 28%. Уро-
вень ситуационной тревожности и уровень депрессии снизились на 15 и 14% соответственно, при этом уровень 
личностной тревожности снизился всего на 5%. Показатели сердечно-сосудистой системы уменьшились незна-
чительно: пульс — на 3%, систолическое и диастолическое артериальной давление — на 1 и 2% соответственно.

Вывод. Дыхательная гимнастка эффективно снижает частоту и выраженность панических атак и может 
эффективно применяться в комплексном лечении панических атак как безопасный и эффективный немедика-
ментозный метод лечения.

Ключевые слова: дыхательная гимнастика, панические атаки, гипервентиляционный синдром, тревож-
ные расстройства.

EVALUATION OF THE EFFICACY OF RESPIRATORY GYMNASTICS IN PATIENTS WITH PANIC 
ATTACKS

E.Z. Yakupov, A.S. Shikov
Kazan state medical university, Kazan, Russia
Aim. Study of the efficacy of respiratory gymnastics in the treatment of panic attacks.
Methods. The study included 28 patients with the diagnosis of «panic attacks»: 22 females and 6 males. All 

participants followed the specially developed respiratory gymnastics program twice a day daily for 2 months. In 
each patient neurological status was checked before and after the study, and cardiovascular parameters (heart rate, 
blood pressure), respiration rate, severity and frequency of panic attacks were registered. For the evaluation of anxiety 
Spielberger scale for anxiety was used. The level of depression was assessed according to Hamilton rating scale for 
depression. For identification of hyperventilation syndrome hyperventilation provocation test was performed and 
Nijmegen questionnaire was used. 

Results. After respiratory gymnastics for 2 months the frequency of panic attacks decreased by 66%, the number of 
symptoms during panic attacks decreased by 50%. Respiratory rate decreased by 18%, Nijmegen questionnaire score — 
by 28%. The level of situational anxiety and depression decreased by 15 and 14%, respectively, and degree of personal 
anxiety decreased by 5%. Cardiovascular parameters decreased nonsignificantly: pulse — by 3%, systolic and diastolic 
BP — by 1 and 2%, respectively.

Conclusion. Respiratory gymnastics effectively decreases the frequency and severity of panic attacks and can be 
effectively used in the complex treatment of panic attacks as a safe and effective non-drug method of treatment.

Keywords: respiratory gymnastics, panic attacks, hyperventilation syndrome, anxiety disorders.
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