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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – разработка гистохимиче-
ского метода оценки активности карбоангидразы в
эритроцитах крови с целью прогнозирования раз-
вития гемической гипоксии у беременных при ре-
цидиве цитомегаловирусной инфекции (ЦМВИ) в
сроке 8-9 недель. Обследовано 40 женщин, в том
числе 25 ЦМВ-серопозитивных беременных с реци-
дивом ЦМВИ в сроке 8-9 недель, и 15 серонегатив-
ных беременных на тех же сроках гестации.
Верификация ЦМВ, определение типоспецифиче-
ских антител класса IgM и IgG, индекса авидности
проводились методом иммуноферментного анализа,
выявление ДНК ЦМВ – методом ПЦР, карбоангид-
раза в эритроцитах крови – по методу Курата (в мо-
дификации М.Т.Луценко, И.А.Андриевской),
содержание оксигемоглобина – по методу Эвелина
и Мэллой. В результате выявлено уменьшение
числа эритроцитов крови беременных при реци-
диве ЦМВИ в сроке 8-9 недель до 65,0±2,2% (в конт-
роле – 85,0±3,2%, p<0,001), имеющих реакцию на
карбоангидразу на уровне 0,015±0,002 усл. ед. (в
контроле – 0,059±0,004 усл. ед., p<0,001), и снижение
содержания оксигемоглобина до 93,0±1,5% (в конт-
роле – 99,0±1,0%, p<0,001). Таким образом, разви-
тию гемической гипоксии у беременных при
рецидиве ЦМВИ в сроке 8-9 недель способствует
угнетение активности карбоангидразы в эритроци-
тах, что приводит к аккумуляции карбаминовых
комплексов, снижению сродства гемоглобина к кис-
лороду и образованию оксигемоглобина.

Ключевые слова: цитомегаловирусная инфекция,
гемическая гипоксия, беременность, эритроциты, кар-
боангидраза, гемоглобин.
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The aim of the research is to develop histochemical
method of estimation of carbonic anhydrase in blood
erythrocytes to predict the development of hemic hy-
poxia in pregnant women under the relapse of cy-
tomegalovirus infection (CMVI) at the 8-9th weeks. 40

women were examined, including 25 women with
CMV-seropositive pregnant women with the relapse of
CMVI at the 8-9th weeks and 15 seronegative pregnant
women at the same gestation stage. CMV verification,
the identification of type-specific antibodies of IgM and
IgG, of avidity index was done by the method of im-
mune-enzyme analysis, of CMV DNA by PCR method,
of carbonic anhydrase in blood erythrocytes by Kurate
method (in the modification of M.T.Lutsenko, I.A.An-
driyevskaya), of oxyhemoglobin concentration by the
method of Malloy-Evelyn. As a result there was found
the decrease of the number of blood erythrocytes in
pregnant women under the relapse of CMVI at the 8-
9th weeks till 65.0±2.2% (in the control it was
85.0±3.2%, p<0.001), who had a response to carbonic
anhydrase at the level of 0.015±0.002 arb. units (in the
control it was 0.059±0.004 arb. units, p<0.001), and the
decrease of oxyhemoglobin concentration till
93.0±1.5% (in the control it was 99.0±1.0%, p<0.001).
Thus, the development of hemic hypoxia of pregnant
women under the relapse of CMVI at the 8-9th weeks is
conditioned by the suppression of carbonic anhydrase
activity in erythrocytes, which leads to the accumula-
tion of aminoformic complexes, the decrease of hemo-
globin oxygen affinity and the formation of
oxyhemoglobin.

Key words: cytomegalovirus infection, hemic hypoxia,
pregnancy, erythrocytes, carbonic anhydrase, hemoglobin.

Одним из ферментов, принимающим непосред-
ственное участие в связывании и выведении из орга-
низма углекислого газа, образующегося в процессе
тканевого дыхания, является карбоангидраза [3, 6].
Фермент обеспечивает поддержание концентрации
СО2 в тканях на физиологическом уровне, регулирует
постоянство концентрации анионов крови, влияет на
транспорт кислорода к тканям, формирует тип обмена
веществ. Участвуя во многих физиологических про-
цессах, карбоангидраза обеспечивает оптимальное со-
стояние внутренней среды организма. В норме
активность карбоангидразы крови довольно постоянна,
но при некоторых патологических состояниях, таких
как анемия, заболевания легких и беременность, может
изменяться, что нарушает процесс оксигенации эрит-
роцитов. 

Для определения активности карбоангидразы в на-
стоящее время применяют радиологические, иммуно-
электрофоретические, колориметрические и
титриметрические методы. Определение производят в
цельной крови, взятой с гепарином, или в гемолизиро-
ванных эритроцитах. Для клинических целей исполь-
зуют колориметрические методы определения
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активности карбоангидразы (например, модификации
метода Бринкмана), основанные на установлении вре-
мени, необходимого для сдвига рН инкубационной
смеси с 9,0 до 6,3 в результате гидратации СО2 [1]. 

В настоящей работе рассматривается возможность
применения гистохимического метода, что позволит
повысить точность функциональной и количественной
оценки продуктов реакции на карбоангидразу в натив-
ных эритроцитах, а, следовательно, своевременно на
доклиническом уровне определять угрозу формирова-
ния гемической гипоксии у беременных при рецидиве
цитомегаловирусной инфекции (ЦМВИ).

Материалы и методы исследования

Обследовано 40 беременных, в том числе 25 серо-
позитивных с рецидивом ЦМВИ (титр антител IgG
1:1600) в сроке 8-9 недель (основная группа) и 15
ЦМВ-серонегативных беременных на тех же сроках ге-
стации (контрольная группа). 

Критерии включения в основную группу: лабора-
торно подтвержденный молекулярно-биологическими
и серологическими методами исследования рецидив
ЦМВИ в сроке 8-9 недель, наличие в периферической
крови беременных на момент исследования титра ан-
тител класса IgG к ЦМВ 1:1600, стойкая клиническая
ремиссия герпесвирусной инфекции. К критериям ис-
ключения относили первичную ЦМВИ, обострение
других воспалительных заболеваний экстрагениталь-
ной патологии и инфекций, передающихся половым
путем.

Рецидив ЦМВИ устанавливали на основании ре-
зультатов комплексного исследования периферической
крови: при наличии антител класса IgM или четырех-
кратного и более нарастания титра антител класса IgG
к ЦМВ в парных сыворотках в динамике через 10
суток, при индексе авидности антител класса IgG к
ЦМВ более 65%, а также в случае выявления ДНК
ЦМВ методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в
крови, моче, в соскобах с буккального эпителия или
слизистой оболочки шейки матки. 

Исследования выполнены в лаборатории механиз-
мов этиопатогенеза и восстановительных процессов
дыхательной системы при неспецифических заболева-
ниях легких и акушерском отделении патологии бере-
менности при ДНЦ ФПД, Городской клинической
больнице г. Благовещенска с учетом требований Хель-
синкской декларации Всемирной медицинской ассо-
циации (World Medical Association Declaration of
Helsinki, 2008) и Правил клинической практики в Рос-
сийской Федерации, утвержденных приказом Минзд-
рава РФ от 19.06.2003 г. №266. Работа одобрена
комитетом по биомедицинской этике при ДНЦ ФПД
(решение №88 от 12.01.2015 г.) в соответствии с прин-
ципами конвенции о биомедицине и правах человека,
а также общепризнанными нормами международного
права. Все женщины подписали письменное информи-
рованное согласие.

У обследуемых беременных взятие крови прово-
дили из локтевой вены в стандартные вакуумные про-

бирки с коагулянтом в количестве 5 мл для получения
образцов мононуклеарных клеток. Для серологических
исследований использовали кровь, не содержащую ан-
тикоагулянты. Выделение мононуклеарных клеток
крови для ПЦР проводилось с использованием рас-
твора фиколл-урографина плотностью 1,077 г/мл (ООО
«НПО ДНК-технология», Россия). Серологические ис-
следования проводили в парных сыворотках с интер-
валом 10-14 суток. 

Верификация ЦМВ, определение типоспецифиче-
ских антител, индекса авидности осуществляли мето-
дами ИФА на спектрофотометре Stat Fax 2100 (США)
с использованием тест-систем ЗАО «Вектор-Бест» (Но-
восибирск), ДНК ЦМВ выявляли методами ПЦР на ап-
парате ДТ-96 с использованием наборов НПО
«ДНК-технология» (Россия). 

Карбоангидразу в эритроцитах периферической
крови выявляли гистохимическим методом [4]. Суть
метода заключалась в инкубации при комнатной тем-
пературе в течение 15-20 мин. 1 мл эритроцитарной
массы с 2 мл свежеприготовленного и профильтрован-
ного раствора субстрата, состоящего из 5 мл 8%
NaHCO3 и 1 мл 10% СоСl2, с последующим центрифу-
гированием при 1500 g в течение 1-2 мин. Супернатант
удаляли декантированием. Эритроциты отмывали два
раза бикарбонатным буфером (рН 7,2-7,4) с последую-
щим центрифугированием при 1500 g в течение 1-2
мин. К отмытым и открученным эритроцитам добав-
ляли 1 мл 2% раствора сульфида аммония или натрия.
Инкубировали в течение 2 мин. Эритроциты отмывали
два раза бикарбонатным буфером (рН 7,2-7,4) с после-
дующим центрифугированием при 1500 g в течение 1-
2 мин. После чего готовили монослойный мазок на
центрифуге Diff Spin-2 (США). Полученные мазки вы-
сушивали и изучали при иммерсии под цифровым мик-
роскопом МТ (Япония), который связан с
программно-аппаратным комплексом SCION Corpora-
tion (США), позволяющим выделять на изображении с
мазка каждую клетку в отдельности, и после выделе-
ния клетки определять ее площадь с выявленным про-
дуктом реакции на карбоангидразу. 

Статистический анализ и обработку данных прово-
дили с использованием пакета прикладных программ
Statistica 6.0. Для определения достоверности различий
использовали непарный параметрический критерий
Стьюдента. Данные представлены как среднее ариф-
метическое (M) ± стандартная ошибка среднего (m).
Определялись: чувствительность, специфичность и
точность метода оценки активности карбоангидразы в
эритроцитах крови.

Результаты исследования и их обсуждение

Как известно, СО2 способен соединяться с атомом
железа гемоглобина с образованием карбаминовых
комплексов, изменяя его свойства и реакцию с кисло-
родом. Очень высокое сродство СО2 к гемоглобину (в
200 раз выше, чем у кислорода) блокирует один или
более атомов железа в молекуле гема, изменяя при этом
сродство гемоглобина к кислороду. 
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Образование карбаминовых комплексов в эритро-
ците в норме приводит, во-первых, к значительному
высвобождению ионов водорода; во-вторых, в ходе об-
разования карбаминового гемоглобина снижается
сродство гемоглобина к кислороду. Эффект сходен с
действием низкого рН, которое потенцирует высвобож-
дение кислорода из оксигемоглобина при высокой кон-
центрации СО2 (эффект Бора) [2, 5, 7, 8]. 

С другой стороны, связывание кислорода гемогло-
бином снижает сродство его аминогрупп к СО2 (эффект
Холдена). 

При угнетении активности карбоангидразы в эрит-
роцитах происходит аккумуляция СО2 вследствие не-

достаточности процессов гидратации, что инициирует
образование карбаминовых комплексов, лимитирую-
щих присоединение кислорода к гемоглобину и обра-
зование его оксигенированной формы. 

Доказательством (рис. А) явилось уменьшение
числа эритроцитов крови беременных с рецидивом
ЦМВИ в сроке 8-9 недель до 65,0±2,2% (p<0,001),
имеющих реакцию на карбоангидразу в пределах
значений 0,015±0,002 усл. ед. (p<0,001). В контрольной
группе 85,0±3,2% эритроцитов крови беременных
имели интенсивную реакцию на карбоангидразу, что
составило 0,059±0,004 усл. ед. (рис. Б). 

А

Рис. Гистохимическая реакция на карбоангидразу
в эритроцитах периферической крови беременных
при сроке 8-9 недель. А – основная группа, интен-
сивность реакции снижена (0,015±0,002 усл. ед.); Б
– контрольная группа, интенсивная реакция на кар-
боангидразу (0,059±0,004 усл. ед.). Окраска по ме-
тоду Курата (в модификации М.Т.Луценко,
И.А.Андриевской). Увеличение: 10×100.Б

Исследование уровня оксигемоглобина в эритроци-
тах крови беременных с рецидивом ЦМВИ в сроке 8-9
недель показало снижение его количества до 93,0±1,5%
(p<0,001) при контроле 99,0±1,0%.

При проведении анализа эффективности гистохи-
мического метода оценки активности карбоангидразы
эритроцитов крови беременных при рецидиве ЦМВИ
в сроке 8-9 недель с целью прогнозирования гемиче-
ской гипоксии получили чувствительность – 90,9%,
специфичность – 75% и точность метода – 88%, что го-
ворило о хорошей клинической значимости данного
метода. 

Полученные данные позволяют предположить, что
карбоангидраза, как один из аллостерических факто-
ров, принимает непосредственное участие в метабо-
лизме кислорода, регулируя через процессы
гидратации СО2 сродство гемоглобина к кислороду и
образование оксигемоглобина.

Развитию гемической гипоксии у беременных при
рецидиве ЦМВИ в сроке 8-9 недель способствует угне-
тение активности карбоангидразы в эритроцитах, что
приводит к аккумуляции карбаминовых комплексов,
снижению сродства гемоглобина к кислороду и обра-
зованию оксигемоглобина. 
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