
Том 12  № 4  2020 Вестник Северо-Западного государственного медицинского университета им. И.И. Мечникова

73

КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ 
CASE REPORT

https://doi.org/10.17816/mechnikov43846

ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ТЕМНОПОЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ 
ДЛЯ ОЦЕНКИ ПОВРЕЖДЕНИЯ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО ГЛИКОКАЛИКСА 
ПРИ РЕВМАТОИДНОМ АРТРИТЕ

Т.Д. Власов, Д.А. Шиманьски, И.И. Нестерович, В.И. Трофимов

Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования 
«Первый Санкт‑Петербургский государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова» 
Министерства здравоохранения Российской Федерации, Санкт‑Петербург

Для цитирования: Власов Т.Д., Шиманьски Д.А., Нестерович И.И., Трофимов В.И. Опыт применения темнопольной 
микроскопии для оценки повреждения эндотелиального гликокаликса при ревматоидном артрите // Вестник Северо-
Западного государственного медицинского университета им. И.И. Меч никова. – 2020. – Т. 12. – № 4. – С. 73–80. 
https://doi.org/10.17816/mechnikov43846

Поступила: 08.09.2020 Одобрена: 28.10.2020 Принята: 14.12.2020

  Ревматоидный артрит является наиболее частым воспалительным заболеванием суставов и одним из наиболее 
распространенных хронических воспалительных заболеваний. Ведущую роль в патогенезе ревматоидного артри‑
та отводят повреждению эндотелиального гликокаликса — тонкого динамического слоя макромолекул, располо‑
женного на поверхности эндотелия и состоящего из протеогликанов, гликопротеинов и гликозаминогликанов, 
что способствует сохранению активности ревматоидного артрита. Именно поэтому раннее выявление нарушений 
состояния сосудистого эндотелия, особенно эндотелиального гликокаликса, позволит идентифицировать группу 
пациентов с  неблагоприятным прогнозом течения ревматоидного артрита. В  этом контексте перспективным 
может оказаться метод темнопольной микроскопии, при помощи которого можно неинвазивно и прижизненно 
оценивать толщину подъязычного эндотелиального гликокаликса, осуществлять поиск новых нетрадиционных 
факторов риска неблагоприятного течения ревматоидного артрита и кардиоваскулярного риска у данных паци‑
ентов, а также персонализировать лечение, разработав комплекс профилактических и лечебных мероприятий, 
направленных на восстановление эндотелиальной функции, снижение риска сердечно‑сосудистых осложнений, 
инвалидности и смертности от ревматоидного артрита. Уникальные возможности указанного метода исследо‑
вания продемонстрированы на примере клинического случая.

  Ключевые слова: ревматоидный артрит; повреждение эндотелиального гликокаликса; темнопольная микро‑
скопия; вазомоторная дисфункция; лазерная допплеровская флоуметрия.
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  Rheumatoid arthritis is the most common inflammatory joint disease and one of the most common chronic inflam‑
matory diseases. The leading role in the pathogenesis of rheumatoid arthritis is the damage to the endothelial glycoca‑
lyx — a thin dynamic layer of macromolecules located on the surface of the endothelium and consisting of proteoglycans, 
glycoproteins and glycosaminoglycans, which contributes to the maintenance of rheumatoid arthritis activity. Therefore, 
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early detection of violations of the vasculr endothelium condition, especially the endothelial glycocalyx, will identify 
a  group of patients with a poor prognosis. In this context, the method of dark‑field microscopy may be pro mising. 
It allows  non‑invasive and in vivo assessment of the thickness of the sublingual endothelial glycocalyx, which will  make 
it possible to search for new unconventional risk factors for the unfavorable course of rheumatoid arthritis and cardio‑
vascular risk in these patients, as well as personalize treatment by developing a complex of preventive and therapeutic 
measures aimed at restoring endothelial function, reducing the risk of cardiovascular complications, disability and mor‑
tality from rheumatoid arthritis. The unique capabilities of this research method are demonstrated by the example of 
the clinical case.

  Keywords: rheumatoid arthritis; damage to the endothelial glycocalyx; dark‑field microscopy; vasomotor dysfunction; 
laser Doppler flowmetry.

Ревматоидный артрит (РА)  — наиболее 
часто встречающееся воспалительное забо‑
левание суставов [1] и  одно из наиболее рас‑
пространенных хронических воспалительных 
заболеваний [2]. Он несет существенное бремя 
как для человека, так и для общества в целом, 
значительно повышая инвалидизацию и смерт‑
ность населения [2]. В последние годы отме‑
чается рост заболеваемости РА в  Российской 
Федерации, что подтверждают недавно прове‑
денные эпидемиологические исследования [3]. 
Несмотря на снижение общей летальности на 
фоне современной стратегии противовоспали‑
тельной терапии [4], изучение РА по‑прежнему 
остается актуальным. Прежде всего это связано 
с  наличием факторов риска неблагоприятного 
течения РА [5] и  высоким риском сердечно‑ 
сосудистых осложнений [4, 6], выявление ко‑
торых позволило бы своевременно изменить 
тактику ведения таких пациентов [7].

Известно, что ключевым звеном патогенеза 
РА является эндотелиальная дисфункция  [8], 
представляющая собой дисбаланс между про‑
дукцией вазодилатирующих, ангиопротектив‑
ных, антипролиферативных факторов, с одной 
стороны, и  вазоконстриктивных, протром‑
ботических, пролиферативных факторов  — 
с  другой  [9]. Особую роль в  функциониро‑
вании эндотелия отводят эндотелиальному 
гликокаликсу (эГК) — тонкому динамическому 
слою макромолекул, расположенному на по‑
верхности эндотелия и  состоящему из про‑
теогликанов, гликопротеинов и  гликозами‑
ногликанов  [10]. Недавно было доказано, что 
эГК является основ ным регулятором функции 
эндотелия и  служит биологическим барьером, 
который первым повреждается при развитии 
аутоиммунных воспалительных и  сердечно‑
сосудистых заболеваний [11]. Повреждение 
гликокаликса вызывает нарушение барьерной 
функции сосудов, повышая их проницаемость, 
приводит к экстравазации белка и отеку тканей, 
изменяет напряжение сдвига, усиливает адге‑
зию тромбоцитов и  лейкоцитов к  сосудистой 

стенке, изменяет кровоток, оказывает протром‑
ботический эффект и запускает оксидативный 
стресс [10, 11]. Указанные патологические про‑
цессы способствуют сохранению активности 
РА, поэтому раннее выявление нарушений со‑
стояния сосудистого эндотелия, особенно эндо‑
телиального гликокаликса, позволит идентифи‑
цировать группу пациентов с неблагоприятным 
прогнозом и в последующем персонализировать 
лечение, разработав комплекс профилактиче‑
ских и  лечебных мероприятий, направленных 
на восстановление эндотелиальной функции, 
снижение риска сердечно‑сосудистых осложне‑
ний, инвалидности и смертности от РА. В этом 
контексте перспективным могут оказаться 
методы лазерной допплеровской флоуметрии 
и  темнопольной микроскопии, при помощи 
которых можно неинвазивно и  прижизненно 
исследовать как структуру, так и функцию сосу‑
дистого эндотелия и осуществить поиск новых 
нетрадиционных факторов риска неблагопри‑
ятного течения РА.

Несмотря на хрупкость и  нестабильность 
гликокаликса, его оценка также может исполь‑
зоваться в  качестве инструмента диагности‑
ки и  мониторинга заболеваний [10]. Одним 
из методов визуализации гликокаликса явля‑
ется темнопольная микроскопия, позволяю‑
щая неинвазивно и  прижизненно оценивать 
подъязычный эГК [12, 13]. Метод основан на 
изме рении пограничной области перфузии 
эГК, то есть степени погружения эритроцитов 
в толщу стенки сосуда. В дальнейшем матема‑
тическим путем можно рассчитать толщину 
гликокаликса [12, 14]. Уже известно, что этот 
метод претендует на роль потенциального 
маркера для стратификации сердечно‑сосуди‑
стых рисков и  верификации патологических 
изменений сосудистого русла [15]: в  иссле‑
довании пациентов с  сердечно‑сосудистыми 
заболеваниями его использовали в  качестве 
вспомогательного показателя для оценки тя‑
жести коро нарного атеросклероза [16], для вы‑
явления неблагоприятного прогностического 
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значения при отягощенной наследственности 
по сердечно‑ сосудистым заболеваниям [17]. 
Обнаружена также корреляция между погра‑
ничной областью перфузии эГК и  уровнем 
синдекана‑1 в  сыворотке крови, отражающим 
деструкцию гликокаликса [18]. Несмотря на то 
что на сегодняшний день отсутствуют данные 
об использовании темнопольной микроско‑
пии при РА, результаты научных изысканий 
и мнения отечественных и зарубежных ученых 
[10,  15] позволяют инициировать исследова‑
ние с  применением темнопольной микроско‑
пии для уточнения ее места в  оценке состоя‑
ния эндо телия у пациентов с РА. Будучи более 
быст рым методом оценки сосудистого эндо‑
телия с  меньшим риском погрешностей и  ха‑
рактеризуясь хорошей реализуемостью и  пе‑
реносимостью пациентами, а  также высокой 
воспроизводимостью измерений, которые не 
зависят от области исследования и временных 
промежутков между измерениями [19], целесо‑
образно сравнить темнопольную микроскопию 
с общепринятым методом лазерной допплеров‑
ской флоуметрии (ЛДФ).

В качестве скрининга эндотелиальных нару‑
шений одним из методов выбора является ЛДФ, 
с  применением которой можно быстро и  не‑
инвазивно оценить вазомоторную функцию 
эндо телия, что служит главным аргументом при 
выборе этого метода [20]. В  2011  г. ЛДФ была 
включена в  перечень рекомендуемых методов 
оценки состояния эндотелия у человека [21]. По 
данным отечественных и зарубежных авторов, 
данный метод активно используют для оцен‑
ки эндотелиальной дисфункции у  пациентов 
с  РА: доказаны наличие значимых нарушений 
микроциркуляции кожи как в ходе базального 
измерения микроциркуляции [22], так и после 
выполнения функциональных проб [23], а так‑
же корреляция РА с острофазовыми показате‑
лями [24] и степенью активности РА [25]. В не‑
которых работах выявлена корреляция между 
увеличением сердечно‑сосудистого риска, коро‑
нарной перфузией и степенью нарушения кро‑
вотока в микроциркуляторном русле при ЛДФ 
[25, 26]. Таким образом, оценка перифериче‑
ского кровообращения при ЛДФ может быть 
экстраполирована на общую микрососудистую 
функцию, в  том числе коронарный кровоток, 
для прогнозирования риска сердечно‑сосуди‑
стых осложнений. 

Цель работы  — продемонстрировать на 
примере клинического случая взаимосвязь мар‑
керов повреждения эндотелиального гликока‑
ликса с другими показателями эндотелиальной 

дисфункции при РА в зависимости от активно‑
сти заболевания.

Пациентка М., 64 года, поступила в  клини‑
ку с  жалобами на постоянную боль ноющего 
характера в  лучезапястных суставах, пястно‑ 
фаланговых, проксимальных межфаланго‑
вых, плюснефаланговых, плечевых суставах 
с  наибольшей выраженностью во второй по‑
ловине ночи и  утренние часы, сопровождаю‑
щуюся утренней скованностью в  течение 5  ч. 
Из анамнеза известно, что в  возрасте 40  лет 
пациентка впервые стала отмечать периодиче‑
ские ноющие боли и припухлость голеностоп‑
ных суставов, по поводу которых к  врачам не 
обра щалась. Самостоятельно принимала несте‑
роидные противовоспалительные препараты 
с положительным эффектом. Спустя 15 лет по‑
явились боли в мелких суставах кистей, сопро‑
вождающиеся утренней скованностью, в связи 
с чем была госпитализирована. В ходе госпита‑
лизации диагностическое представление было 
сформулировано в  пользу серопозитивного 
АЦЦП‑позитивного эрозивного РА. При анам‑
нестической оценке суставного синдрома по 
критериям EULAR/ACR 2010 г. получено 7 бал‑
лов. Назначены сульфасалазин в  дозе 2000  мг 
в сутки и преднизолон в дозе 20 мг в сутки с по‑
следующим снижением дозы до 5 мг в сутки, на 
фоне которых пациентка отмечала улучшение 
самочувствия в виде уменьшения болей в суста‑
вах. Однако при уменьшении дозы преднизолона 
до 5 мг в сутки боли в лучезапястных и мелких 
суставах кистей возобновились, в  связи с  чем 
вместо сульфасалазина назначен метотрексат 
в дозе 10 мг в неделю. Несмотря на улучшение 
самочувствия, на фоне терапии метотрексатом 
было зафиксировано двукратное превышение 
верхней границы нормы печеночных фермен‑
тов. В качестве базисной терапии был назначен 
лефлуномид в  дозе 20  мг в  сутки. Данную те‑
рапию пациентка переносила удовлетворитель‑
но, болей, припухлости и скованности в суста‑
вах не отмечала. В 2019 г. у больной развилась 
лейкопения, поэтому лефлуномид был отменен 
и после нормализации числа лейкоцитов крови 
в качестве базисной терапии снова назначен ме‑
тотрексат в дозе 15 мг в неделю. 

В начале 2020 г. в связи с ухудшением состо‑
яния госпитализирована в НИИ ревматологии 
и  аллергологии ПСПбГМУ им. И.П. Павлова 
для коррекции лечения. При поступлении ве‑
дущим в клинической картине являлся сустав‑
ной синдром (число припухших суставов — 7, 
болезненных суставов  — 10, ВАШ  — 80  мм). 
По результатам обследования: СОЭ — 18 мм/ч, 
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положительный ревматоидный фактор, АЦЦП‑
позитивный, на рентгенограмме кистей выявле‑
ны множественные эрозии с  развитием анки‑
лозов в  суставах запястьев. Выявлено также 
осложнение основ ного заболевания в виде си‑
стемного остеопороза с преимущественной по‑
терей костной массы тел позвонков (T‑критерий 
L1–L4 «–2,8 SD») без переломов, по поводу кото‑
рого назначены бисфосфонаты. Данных за по‑
ражения внутренних органов в  рамках РА не 
получено. Активность процесса при поступле‑
нии соответствовала высокой (DAS28 — 5,65), 
в связи с чем решено было увеличить дозу ме‑
тотрексата до 20  мг в  неделю. В рамках ком‑

плексного лечения также проводился курс фи‑
зиотерапии (магнитотерапия, ультрафонофорез 
гидрокортизона на область суставов) и  лечеб‑
ной гимнастики. На фоне терапии получен хо‑
роший клинико‑лабораторный ответ: DAS28 — 
5,65 → 3,88; SDAI — 100 → 38,3; CDAI — 97 → 38 
(параметры суставного синдрома при выписке: 
число припухших суставов  — 6; болезненных 
суставов — 2; ВАШ — 30 мм; СОЭ — 17 мм/ч).

В ходе госпитализации до и  после начала 
комплексного лечения была проведена оцен‑
ка эГК с  использованием темнопольного ви‑
деомикроскопа со светодиодным освещением 
в зеленой области спектра (KK Research Techno‑

Оценка эндотелиального гликокаликса с помощью темнопольной микроскопии
Evaluation of an endothelial glycocalyx using dark-field microscopy

Date Density Valid Red Blood Cell 
Filling %

Perfused Boundary 
Region (PBR) PBR at high flow Microvascular Health 

ScoreТМ

14.01.2020 406 75,4 1,99 1,66 2,54

22.01.2020 430 77,2 1,82 1,42 3,73

П р и м е ч а н и е. Приведены результаты темнопольной микроскопии сосудов сублингвальной слизистой обо‑
лочки до (2‑я строка) и после (3‑я строка) комплексного лечения. Date — дата исследования; Density Valid — 
число сосудов, содержащих более 50 % эритроцитов; Red Blood Cell Filling — среднее содержание эритроцитов 
в исследуемых сосудах; Perfused Boundary Region — пограничная область перфузии; Microvascular Health ScoreТМ 
(MVHS) — оценка состояния микроциркуляторного русла.

Рис. 1. Проба с артериальной окклюзией при лазерной допплеровской флоуметрии. ЛДФ‑грамма до (слева) и по‑
сле (справа) пробы с кратковременной артериальной окклюзией. Область исследования — локус передней по‑
верхности дистальной трети кожи предплечья. По оси абсцисс расположены значения показателя микроцирку‑
ляции (ПМ), измеренные в перфузионных единицах, по оси ординат — временная шкала

Fig. 1. An arterial occlusion test with laser Doppler flowmetry. LDF‑gram before (on the left) and after (on the right) 
sampling with short‑term arterial occlusion. The area of study is the locus of the anterior surface of the distal third 
of the forearm skin. The abscissa shows the values of the microcirculation index (MI), measured in perfusion units, 
the ordinate — time scale
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logy Ltd, Великобритания) и  программного 
обеспечения GlycoСheckТМ (Glycocheck BV, 
Нидерланды), а также исследована вазомотор‑
ная функция эндо телия с  помощью лазерно‑
го диагностического многофункционального 
комплекса ЛАКК‑М (ООО НПП «ЛАЗМА», 
Россия). Интервал между исследованиями со‑
ставил 9  сут. Результаты иссле дований приве‑
дены в таблице и на рис. 1, 2.

По результатам темнопольной микроско‑
пии (см. таблицу) у  пациентки после начала 
комплексного лечения отмечалось уменьшение 
пограничной области перфузии, а следователь‑
но, увеличение толщины эГК. Выявлено также 
увеличение числа сосудов, содержащих более 
50 % эритроцитов, и среднего содержания эри‑
троцитов в исследуемых сосудах. Данные изме‑
нения, вероятно, указывают на увеличение 
кровенаполнения сосудов, количества функцио‑
нирующих капилляров и, возможно, отражают 
процесс ангиогенеза. Такую же положительную 
динамику мы наблюдали и  для интегрального 
показателя  — оценки состояния микроцирку‑
ляторного русла. Таким образом, изменения 

показателей темнопольной микроскопии могут 
косвенно указывать на усиление регенератив‑
ного потенциала микроциркуляторного русла 
на фоне лечения. При этом ключевым измене‑
нием является утолщение эГК.

При выполнении ЛДФ регистрировали натив‑
ный периферический кровоток с  ампли тудно‑
частотными спектрами осцилляций и  выпол‑
няли функциональные пробы с  артериальной 
окклюзией (см. рис. 1) и ионофорезом 0,1 % рас‑
твора ацетилхолина (см. рис. 2). По результатам 
исследований выявлено увеличение амплитуды 
миогенного спектра (вазомоций), что указывает 
на тенденцию к  преобладанию вазодилатации 
над вазоконстрикцией после начала лечения 
и, следовательно, отражает сдвиг центральной 
регуляции тонуса артериол в  трофотропную 
сторону. Немаловажным явля ется увеличение 
доли нутритивной перфузии относительно 
шунтовой за счет снижения показателя шунти‑
рования. Это может быть обусловлено, с одной 
стороны, увеличением числа функционирую‑
щих капилляров, с другой — уменьшением кро‑
вотока по артериоловенулярным анастомозам.
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Рис. 2. Проба с ионофорезом 0,1 % раствора ацетилхолина при лазерной допплеровской флоуметрии. ЛДФ‑грамма 
до (сверху) и после (снизу) аппликации 0,1 % раствора ацетилхолина. Область исследования — локус передней 
поверхности дистальной трети кожи предплечья. По оси абсцисс расположены значения показателя микроцир‑
куляции, измеренные в перфузионных единицах, по оси ординат — временная шкала

Fig. 2. A test with iontophoresis of 0.1% acetylcholine solution with laser Doppler flowmetry. LDF‑gram before (above) 
and after (below) the application of 0.1% acetylcholine solution. The area of study is the locus of the anterior surface of 
the distal third of the forearm skin. The abscissa shows the values of the microcirculation index, measured in perfusion 
units, the ordinate — time scale
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В ходе окклюзионной пробы (см. рис.  1) 
обна ружено удлинение периода полувосста‑
новления кровотока до базального уровня, 
что в  большей степени вызвано увеличением 
ампли туды показателя микроциркуляции после 
начала лечения. Поскольку проба с артериаль‑
ной окклюзией оценивает способность эндо‑
телия к  синтезу и  инкреции оксида азота(I), 
являющегося основным вазодилататором, то 
увеличение выраженности подобной реакции 
на фоне лечения может указывать на тенден‑
цию к восстановлению вазомоторной функции 
микроциркуляторного русла.

По результатам пробы с ацетилхолином для 
количественной оценки выраженности реакции 
была рассчитана площадь под кривой показате‑
ля микроциркуляции (изображена треугольни‑
ком на рис. 2). В норме, по данным литературы, 
латентный период должен отсутствовать, а дли‑
тельность реакции составлять 6–7 мин, а при‑
роста — около 45 %. Как видно из рис. 2, после 
начала лечения данные показатели в  большей 
мере приближались к  вышеописанной норме, 
чем до лечения. Площадь под кривой более вы‑
ражена после начала лечения, что в целом также 
может указывать на тенденцию к восстановле‑
нию вазомоторной функции эндотелия на фоне 
лечения.

Таким образом, наравне со снижением клини‑
ко‑лабораторной активности РА, на фоне лече‑
ния были выявлены утолщение эГК и улучшение 
вазомоторной функции сосудов микроциркуля‑
торного русла. Поэтому для оценки состояния 
эндотелия у  пациентов с  РА могут оказаться 
перспективными исследование толщины эГК 
и  особенностей периферической микроцирку‑
ляции, в  частности механизмов ее регуляции, 
что позволит осуществить поиск новых нетра‑
диционных факторов риска неблагоприятного 
течения РА и кардиоваскулярного риска у дан‑
ных пациентов и персонифицировать лечение.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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