
974

FUNDAMENTAL RESEARCH    № 7, 2014

MEDICAL SCIENCES

УДК 616-092.6:616-01/09
СОПОСТАВИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ 

НЕЙРОСПЕЦИФИЧЕСКИХ БЕЛКОВ И ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ПАЦИЕНТОВ В ОСТРОМ И РАННЕМ ПЕРИОДАХ 

ТРАВМАТИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ СПИННОГО МОЗГА
1Конюченко Е.А., 1Ульянов В.Ю., 1Пучиньян Д.М., 1Норкин И.А., 2Дроздова Г.А.

1ФГБУ «СарНИИТО» Минздрава России, Саратов, e-mail: v.u.ulyanov@gmail.com;
2ФГБОУ ВПО «Российский университет дружбы народов», Москва, e-mail: g-drozdova@yandex.ru

Исследование посвящено изучению механизмов пато- и саногенеза травматической болезни спинного 
мозга. Методом твердофазного иммуноферментного анализа на 1-4-е, 7-е, 14-е, 21-е и 30-е сутки определено 
содержание нейроспецифических белков (фосфорилированного нейрофиламента-H, антител к миелин-ас-
социированному гликопротеину, основного белка миелина, цилиарного нейротрофического фактора, ней-
ротрофина-3, нейротрофина-4/5), а также про- (TNFα, IL-1β, IL-6) и противовоспалительных (IL-4, IL-10) 
цитокинов в сыворотке крови у 40 пациентов с осложненными травматическими повреждениями шейного 
отдела позвоночника. Установлено, что процессы ремоделирования спинного мозга в остром и раннем пери-
одах травматической болезни характеризуются комбинацией механизмов альтерации и регенерации нервной 
ткани, направленность и выраженность которых определяется появлением разного характера и силы корре-
ляций между содержанием нейроспецифических белков, про- и противовоспалительных цитокинов.
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Study investigates the mechanisms of pathogenesis and sanogenesis traumatic spinal cord disease. Examined 
by solid immunoassay the content 1-4th, 7th, 14th, 21th and 30th days of plasmatic neurospecifi cal proteins 
(phosphorylated neurofi lament-H, antibodies to glycoprotein mielinassociated, myelin basic protein, ciliary 
neurotrophic factor, neurotrophin-3, neurotrophin-4/5), pro- (TNFα, IL-1β, IL-6) and anti-infl ammatory (IL-4, IL-
10) cytokines in the serum of 40 patients with complicated traumatic injuries of the cervical spine. Found that the 
remodeling of the spinal cord in acute and early periods of traumatic disease characterized by a combination of 
mechanisms of alteration and nerve regeneration, direction and intensity of which is determined by the appearance 
of a different nature and strength of the correlations between the content neurospecifi c proteins, pro-and anti-
infl ammatory cytokines.
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Основу неспецифической реакции ор-
ганизма на травматическое повреждение 
вещества спинного мозга составляет ини-
циация экспрессии различных цитокинов, 
определяющих направленность и интен-
сивность тканевого метаболизма, актива-
цию механизмов апоптоза, выраженность 
локальной и системной воспалительной 
реакции, формирование и регуляцию им-
мунного ответа, а также состоятельность 
процессов ремоделирования поврежденной 
нервной ткани. Данные процессы реализу-
ются за счет аутокринных, паракринных, 
эндокринных гуморальных межклеточ-
ных и межсистемных взаимодействий ин-
терлейкинов, факторов некроза опухолей, 
хемокинов, интерферонов, колониестиму-
лирующих и ростовых факторов, которые 
определяют функциональную активность 
отдельных клеток (нейронов, астроцитар-

ной глии) в зоне, окружающей первичный 
травматический очаг, их способность к про-
лиферации и дифференцировке, а также 
выживаемость или программируемую ги-
бель. Эти факторы определяют конечный 
объем повреждения спинного мозга и воз-
можность последующей внутриклеточной 
регенерации выживших нейронов или ин-
тенсивность неонейрогенеза [1, 3, 8]. 

Острый период травматической болезни 
спинного мозга характеризуется гиперпро-
дукцией как паренхиматозной микроглии, 
локализованной вдоль участка поврежде-
ния, так и провоспалительных цитокинов, 
за которой следует выработка различных 
подсемейств нейроспецифических белков – 
нейротрофинов, цилиарных нейротрофиче-
ских факторов, нейропоэтических цитоки-
нов и других факторов роста нервной ткани. 
Так, интерлейкины IL-1β, IL-6, индуцируя 
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астроцитами экспрессию факторов роста 
нервов, цилиарного нейротрофического 
фактора, способствуют внутриклеточной 
регенерации нервной ткани. Представители 
суперсемейства факторов некроза опухоли 
регулируют ремиелинизацию аксонов по-
средством активации специфических высо-
коаффинных мембраносвязанных или рас-
творимых рецепторов [2, 5, 10].

Активация провоспалительных цито-
кинов в остром периоде травматической 
болезни спинного мозга также сопровожда-
ется одновременным увеличением синтеза 
их антагонистов – противовоспалительных 
интерлейкинов 4, 10, которые способствуют 
выживанию нейронов и глии в зоне так на-
зываемой «пенумбры» за счет ингибирова-
ния локальной (органной) воспалительной 
реакции и инициации продукции факторов 
роста нервной ткани [4, 6].

Патогенетически значимый цитокино-
вый дисбаланс, развивающийся при травма-
тической болезни спинного мозга, ведет к ее 
прогрессированию за счет формирования 
множества новых «цитокиновых каскадов», 
определяющих амплификацию и пролонги-
рование эффектов цитокинов и включение 
так называемых «порочных кругов», веду-
щих к возникновению множественной ор-
ганной дисфункции/недостаточности и си-
стемных осложнений [7, 9].

В этой связи определение корреляци-
онных взаимоотношений содержания плаз-
матических нейроспецифических белков 
и цитокинов у больных с осложненными 
повреждениями позвоночника позволяет 
вскрыть новые механизмы пато- и саногене-
за травматической болезни спинного мозга.

Цель – на основании сопоставительного 
анализа содержания нейроспецифических 
белков, про- и противовоспалительных 
цитокинов в сыворотке крови пациентов 
с осложненными повреждениями шейного 
отдела позвоночника выявить новые и зна-
чимые в пато- и саногенезе корреляции, ха-
рактеризующие ремоделирование нервной 
ткани в посттравматическом периоде.

Материал и методы исследования
Объектом исследования явились 40 пациентов 

обоего пола в возрасте 24 ± 7,5 лет с осложненными 
травматическими повреждениями шейного отдела 
позвоночника, находившихся в клинике нейрохирур-
гии ФГБУ «СарНИИТО» Минздрава России в период 
с 2011 по 2013 гг. Все пациенты поступили в стаци-
онар в течение 1-4 суток с момента получения трав-
мы и были сопоставимы по механизму повреждений 
и степени выраженности неврологического дефицита 
(класс А, В по шкале Frankel). Контрольную группу 
составили 40 условно здоровых лиц, также сопоста-
вимых по полу и возрасту.

В обеих группах обследованных в утренние часы 
и натощак при пункции локтевой вены осуществля-

ли взятие проб крови в объеме 5 мл. Кровь остав-
ляли для свертывания при комнатной температуре, 
центрифугировали при 2000 оборотах/мин в течение 
10 минут для получения сыворотки. Методом имму-
ноферментного анализа изучали количественное со-
держание в сыворотке крови нейроспецифических 
белков – фосфорилированного нейрофиламента-Н 
(pNF-H, пг/мл), антител к миелин-ассоциированному 
гликопротеину (anti-MAG, титр антител) (Buhlmann, 
Switzerland), основного белка миелина (MBP, нг/мл) 
(BioVendor, Crech Republic), цилиарного нейротрофи-
ческого фактора (CNTF, пг/мл) (R and D Systems USA 
and Canada), нейротрофина-3 (NT-3, пг/мл), нейротро-
фина-4/5 (NT-4, пг/мл) (Ray Bio Human) и цитокинов – 
фактора некроза опухоли (TNFα, пг/мл), интерлейкина 
1β (IL-1β, пг/мл), интерлейкина 6 (IL-6, пг/мл), интер-
лейкина 4 (IL-4, пг/мл), интерлейкина 10 (IL-10, пг/мл) 
(ЗАО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, РФ). Исследова-
ния нейроспецифических белков и цитокинов в сыво-
ротке крови в исследуемой группе осуществляли на 
1-4-е, 7-е, 14-е, 21-е и 30-е сутки с момента получения 
травмы, в контрольной группе – однократно.

Статистическую обработку полученных дан-
ных осуществляли с помощью пакета программ 
IBM SPSS 20 Statistics. Проверяли гипотезы о виде 
распределений (критерий Шапиро – Уилкса). Боль-
шинство наших данных не соответствовало закону 
нормального распределения, поэтому для сравнения 
значений использовали непараметрические критерии 
(U-критерий Манна – Уитни). Сопоставительный 
анализ статистически значимых показателей прово-
дили с помощью определения коэффициента корре-
ляции рангов Спирмена (R). Рассчитывали показатель 
достоверности (р), который определяли как статисти-
чески значимый при значениях р < 0,05.

Результаты исследования 
и их обсуждение

У больных с осложненной травмой 
шейного отдела позвоночника в остром 
и раннем периодах травматической болез-
ни нами были выявлены отдельные стати-
стически достоверные корреляции между 
содержанием в сыворотке крови нейроспе-
цифических белков – маркеров альтерации 
нервной ткани и цитокинов (табл. 1).

Сопоставительный анализ уровня 
pNF-H на 1–4-е сутки с момента полу-
чения травмы свидетельствовал о нали-
чии сильной положительной корреляции 
с концентрациями TNFα (р < 0,05) и IL-4 
(р < 0,05). На 7-е сутки уровень pNF-H со 
средней силой положительно коррелировал 
с IL-1β (р < 0,05). На 14-е сутки фиксирова-
ли появление средней силы положительной 
связи между содержанием pNF-H и TNFα 
(р < 0,05), IL-1β (р < 0,05). На 21-е сутки 
обнаруживали средней силы положитель-
ные корреляции pNF-H с IL-6 (р < 0,05) 
и IL-10 (р < 0,05). На 30-е сутки была вы-
явлена средней силы положительная связь 
между концентрациями pNF-H и IL-10 
(р < 0,05).

Изучение взаимосвязи между титром 
анти-MAG и содержанием цитокинов 
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свидетельствовало о появлении на 7-е сут-
ки после травмы положительной сред-
ней силы корреляции анти-MAG с TNFα 
(р < 0,05), которая также сохранялась на 
14-е (р < 0,05) и 21-е сутки (р < 0,05). 
Положительная средней силы корреля-
ция обнаруживалась между анти-MAG 
и IL-1β на 14-е (р < 0,05) и 21-е сутки 

(р < 0,05), сила которой становилась сла-
бой к 30-м суткам с момента травмы 
(р < 0,05). На 21-е (р < 0,05) и 30-е сут-
ки (р < 0,05) возникала сильная положи-
тельная связь между концентрациями 
анти-MAG и IL-6, а также слабая поло-
жительная корреляция между анти-MAG 
и IL-4 (р < 0,05).

Таблица 1
Корреляции маркеров альтерации нервной ткани и провоспалительных цитокинов 

при травматической болезни спинного мозга

Нейроспе-
цифиче-

ский белок

1–4 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 30 сутки
Цито-
кин R, p Цито-

кин R, p Цитокин R, p Цито-
кин R, p Цито-

кин R, p

pNF-H TNFα  +0,73 IL-1β  +0,36 TNFα  +0,44 IL-6 –0,37 IL-10 +0,67

IL-1β +0,71 TNFα,
IL-4, 6, 

10

р > 0,05 IL-1β +0,58 IL-10 +0,43 TNFα, 
 IL-1β, 

4, 6

р > 0,05

IL-4, 6, 
10 

р > 0,05 IL-4, 6, 10 р > 0,05 TNFα, 
IL-1β, 4

р > 0,05

анти-MAG TNFα, 
IL-1β, 4, 

6, 10

р > 0,05 TNFα +0,40 TNFα +0,53 TNFα +0,69 IL-1β +0,33

IL-1β, 
4, 6, 10 

р > 0,05 IL-1β +0,48 IL-1β +0,67 IL-6 +0,79
IL-4, 6, 10 р > 0,05 IL-6 +0,73 IL-4 +0,33

IL-4 +0,28 TNFα, 
IL-10

р > 0,05

IL-10 р > 0,05

МВР TNFα +0,52 TNFα +0,58 IL-6 –0,27 IL-6 –0,50 IL-6 –0,59

IL-1β +0,23 IL-1β +0,31 IL-4 +0,37 IL-4 +0,58 IL-4 +0,44

IL-4 +0,29 IL-4, 6, 
10 

р > 0,05 TNFα, 
IL-1β, 10

р > 0,05 IL-10 +0,63 IL-10 +0,42
IL-10 +0,31 TNFα, 

IL-1β
р > 0,05 TNFα, 

IL-1β
р > 0,05

IL-6 р > 0,05

П р и м е ч а н и е :  «+» – положительная корреляция; «–» – отрицательная корреляция.

Анализ корреляций содержания МВР 
показал наличие на 1-4-е сутки положитель-
ных средней силы связи с TNFα (р < 0,05) 
и IL-10 (р < 0,05), слабой силы – с IL-1β 
(р < 0,05) и IL-4 (р < 0,05). На 7-е сутки 
уровень МВР слабо положительно корре-
лировал с TNFα (р < 0,05) и IL-1β (р < 0,05). 
На 14-е сутки появилась слабая отрица-
тельная корреляция МВР и IL-6 (р < 0,05) 
и средняя положительная – с IL-4 (р < 0,05). 
На 21-е сутки после травмы отмечали по-
явление средней силы отрицательной связи 
между содержанием МВР и IL-6 и сред-
ней силы положительной связи с IL-4 
и IL-10 (р < 0,05), которые сохранялись и на 
30-е сутки (р < 0,05).

Изучение у больных с осложненной 
травмой шейного отдела позвоночника 
острый и ранний периоды травматической 
болезни содержания нейроспецифических 
белков – маркеров регенерации нервной 
ткани и цитокинов также позволило нам 
выявить отдельные значимые взаимосвязи 
между ними (табл. 2).

Корреляционный анализ содержания 
CNTF в сыворотке крови на 1–4-е сутки 
после получения травмы свидетельство-
вал о возникновении слабой положитель-
ной связи с IL-4 (р < 0,05) и средней по-
ложительной – с IL-10 (р < 0,05). В этот 
же период отмечали образование положи-
тельной корреляции: сильной – с TNFα 
(р < 0,05), средней – с IL-6 (р < 0,05) и сла-
бой – с IL-1β (р < 0,05). На 7-е сутки корре-
ляции CNTF с TNFα становились слабыми 
(р < 0,05), однако характер связей не из-
менялся. 14-е сутки после травмы харак-
теризовались появлением средней поло-
жительной связи содержания CNTF с IL-4 
(р < 0,05) и IL-10 (р < 0,05). В эти же сроки 
фиксировали средней силы положитель-
ную корреляцию исследуемого показателя 
с TNFα (р < 0,05) и IL-1β (р < 0,05) и сла-
бую – с IL-6 (р < 0,05). 

Анализ взаимосвязи NT-3 с уровня-
ми цитокинов обнаруживал на 1–4-е сут-
ки сильную положительную корреляцию 
NT-3 с IL-4 (р < 0,05), IL-10 (р < 0,05). 
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На 7-е сутки содержание NT-3 со сред-
ней силой положительно коррелирова-
ло с IL-4 (р < 0,05) и IL-10 (р < 0,05). На 
14-е сутки посттравматический период 
характеризовался появлением множе-
ства положительных корреляций, а имен-

но сильной с IL-4 (р < 0,05), средней 
силы – с IL-1β, 6 и 10 (р < 0,05) и сла-
бой – с TNFα (р < 0,05). На 21-е и 30-е сут-
ки концентрация NT-3 со средней силой 
положительно коррелировала с уровнем 
IL-10 (р < 0,05).

Таблица 2
Корреляции маркеров регенерации нервной ткани и противовоспалительных цитокинов 

при травматической болезни спинного мозга

Нейроспе-
цифиче-
ский
белок

1–4 сутки 7 сутки 14 сутки 21 сутки 30 сутки

Цито-
кин R, p Цито-

кин R, p Цито-
кин R, p Цито-

кин R, p Цитокин R, p

CNTF IL-4 +0,25 IL-4 +0,27 IL-4 +0,34 IL-4 +0,23

IL-4, 10, 
TNFα, 

IL-1β, 6
р > 0,05

IL-10 +0,30 TNFα +0,33 IL-10 +0,37
IL-10, 
TNFα, 

IL-1β, 6
р > 0,05

TNFα +0,71
IL-1β, 6, 

10
р > 0,05

TNFα +0,39

IL-1β +0,19 IL-1β +0,37

IL-6 +0,34 IL-6 +0,25
NT-3 IL-4 +0,73 IL-4 +0,47 IL-4 +0,72 IL-10 +0,62 IL-10 +0,59

IL-10 +0,72 IL-10 +0,57 IL-10 +0,46
IL-4, 

TNFα, 
IL-1β, 6

р > 0,05
IL-4, 

TNFα, 
IL-1β, 6

р > 0,05
IL-1β +0,44

TNFα, 
IL-1β, 6

р > 0,05
TNFα +0,29

TNFα, 
IL-6

р > 0,05
IL-1β +0,47
IL-6 +0,31

NT-4
IL-10 +0,38

IL-4, 6, 
10

р > 0,05 IL-4, 
6, 10, 
TNFα, 
IL-1β

р > 0,05

IL-4, 
6, 10, 
TNFα, 
IL-1β

р > 0,05
IL-4, 10, 
6, TNFα, 

IL-1β
р > 0,05TNFα, 

IL-1β, 
4, 6

р > 0,05
TNFα, 
IL-1β

р > 0,05

П р и м е ч а н и е .  «+» – положительная корреляция; «–» – отрицательная корреляция.

Исследование взаимосвязи NT-4 пока-
зало лишь формирование положительной 
корреляции средней силы на 1–4-е сутки 
с IL-10 (р < 0,05). В остальные сроки на-
блюдения статистически достоверных корре-
ляций NT-4 с цитокинами выявлено не было.

Согласно современным представлени-
ям, процессы ремоделирования спинно-
го мозга в посттравматическом периоде 
характеризуются усилением экспрессии 
разнообразных нейроспецифических бел-
ков и цитокинов, которые оказывают сти-
мулирующее или угнетающее влияние на 
структуру и функционирование вторично 
поврежденных нейронов и клеток глии. 
При этом формируются новые временные 
регулирующие рецептор-опосредованные 
взаимодействия различных цитокинов, из-
учение хронометража которых позволяет 
оценивать преобладание в каждый момент 
времени механизмов альтерации или реге-
нерации нервной ткани, что определяет воз-
можности ее ремоделирования в посттрав-
матическом периоде [1, 3].

Проведенный сопоставительный анализ 
содержания иммунологических маркеров 
ремоделирования нервной ткани и цитоки-
нового профиля в сыворотке крови пока-
зал наличие отдельных разного характера 
и силы корреляций между ними. 

В условиях альтерации нервной ткани 
в сроки с 1-х по 14-е сутки после травмы 
нами было обнаружено инициирующее вли-
яние высвобождаемых в системный крово-
ток pNF-H и МВР на продукцию макрофа-
гальной нейроглией TNFα. Это, по нашему 
мнению, может быть обусловлено массо-
вой гибелью нейронов при первичном по-
вреждении вещества спинного мозга, фраг-
менты и содержимое которых, в том числе 
и высвобождаемые в системный кровоток 
цитоплазматические нейроспецифические 
белки, вызывают гиперцитокинемию. Раз-
витию последней также способствует ми-
грация мононуклеаров в очаг повреждения 
и продукция ими свободных радикалов (ми-
елопероксидазы, пероксинитрита) и хемо-
кинов, активирующих нейроны и глиоциты 
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на синтез цитокинов. Обнаруженная нами 
возрастающая корреляция pNF-H с уровнем 
IL-1β в сроки с 7-х по 14-е сутки с момен-
та травмы, вероятно, связана с участием 
IL-1β в рекрутинге клеток иммунной си-
стемы и реализации через активацию 
нейроглии вторичного иммуно-воспали-
тельного ответа. Появление отрицатель-
ных корреляций на 21–30-е сутки между 
pNF-H, МВР и IL-6 может свидетельство-
вать о дальнейшей инициации «цитокино-
вого» каскада, направленного на процессы 
ремиелинизации поврежденных аксонов. 
Появление положительных корреляций 
между содержанием анти-MAG и TNFα, 
IL-1β, усиливающихся к 21-м суткам после 
получения травмы, может отражать степень 
выраженности повреждения вещества спин-
ного мозга, обусловленную прогрессией ло-
кальной (органной) воспалительной реакции 
демиелинизацией нервных волокон. Полу-
ченные нами сведения согласуются с данны-
ми [3, 9] об инициации продукции цитокинов 
клетками макрофагальной нейроглии под 
влиянием цитоплазматических нейроспеци-
фических белков, высвобождающихся при 
повреждении клеточных мембран нейронов. 

Наряду с описанными корреляциями 
концентраций нейроспецифических белков 
и провоспалительных цитокинов, начиная 
с 21-х суток посттравматического периода, 
нами были обнаружены положительные вза-
имосвязи с противовоспалительными IL-4, 
10, что мы считаем связанным с их регули-
рующим влиянием на выработку нейротро-
фических факторов, патофизиологический 
эффект которых направлен на повышение 
выживаемости сохранившихся нейронов 
в зоне вторичного повреждения спинного 
мозга. Аналогичные сведения приводятся 
в работах [6, 7], отражающих полифункцио-
нальные регулирующие влияния отдельных 
цитокинов на факторы роста нервов.

Процесс регенерации нервной ткани 
характеризовался двухфазными корреляци-
ями между содержанием CNTF и уровнями 
про- и противовоспалительных цитокинов. 
Так, была зафиксирована положительная 
корреляция с провоспалительными цитоки-
нами на 1–4-е и 14-е сутки. Это мы связыва-
ем с выработкой клетками макрофагальной 
глии TNFα, IL-1β и 6, которые потенциру-
ют выработку астроцитами CNTF, макси-
мально необходимого для восстановления 
поврежденных нейронов спинного моз-
га в условиях возникновения первичного 
и прогрессирования вторичного поврежде-
ния. Решающая роль TNFα, IL-1β и 6 в ини-
циировании процессов ремиелинизации 
поврежденных нервных волокон описана 
в работе [3]. Аналогичное двухфазное по-

явление на 1–4-е и 14-е сутки положитель-
ных корреляций CNTF с противовоспали-
тельными IL-4, 10 обусловлено, по нашему 
мнению, с ограничением выраженности 
локальной воспалительной реакции, что 
создает оптимальные условия для выжива-
ния нейронов в зоне «пенумбры» в периоды 
наиболее агрессивного воздействия на них, 
в том числе – провоспалительных цито-
кинов. Однако низкие уровни содержания 
противовоспалительных цитокинов, а так-
же слабые и средней силы их корреляции 
с CNTF отражают относительную недо-
статочность ограничивающих воспаление 
механизмов, что делает весьма затрудни-
тельными возможности внутриклеточной 
регенерации нейронов. Обнаруженные 
нами сильные и средние положительные 
корреляции уровней NT-3 c IL-10 во все 
сроки наблюдения свидетельствуют о ком-
плексных трофных эффектах на нервную 
ткань. Появление слабой и средней силы 
положительных связей с отдельными про-
воспалительными цитокинами в сроки с 1-х 
по 14-е сутки по данным [2, 10] может быть 
связано с инициацией ремиелинизации по-
врежденных аксонов.

Выводы 
1. Процессы ремоделирования спинного 

мозга в остром и раннем посттравматических 
периодах определяются комбинацией меха-
низмов альтерации и регенерации нервной 
ткани, направленность и выраженность ко-
торых характеризуется динамическими изме-
нениями соотношений нейроспецифических 
белков и цитокинов в сыворотке крови. 

2. Содержание нейроспецифических 
белков в сыворотке крови при альтерации 
нервной ткани характеризуется преиму-
щественным появлением отдельных пре-
имущественно положительных корреляций 
с провоспалительными цитокинами; при 
регенерации – с противовоспалительными. 
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