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Резюме

Хронический аутоиммунный гепатит является актуальной проблемой современной медицины ввиду широкой 
распространённости среди всех аутоиммунных заболеваний (более 25%) и трудностью его диагностики, связанной 
с отсутствием надёжных серологических тестов для его выявления.

Целью настоящей работы явилось изучение возможности метода монохромного анализа наночастиц в неинвазивном 
выявлении АИГ и разработка алгоритма экспресс- диагностики хронических аутоиммунных гепатитов по слюне. По-
ставленная цель решалась выполнением ряда задач: разработка диагностического алгоритма монохромного анализа 
наночастиц для определения выраженности и патофизиологической направленности гомеостатических сдвигов 
у больных с верифицированным диагнозом хронического аутоиммунного гепатита по образцам ротоглоточных смывов 
(слюны), а также расчёт показателей диагностической специфичности и чувствительности теста.

Материалы и методы: исследования проводились в «Центре европейской и восточной медицины» с 2019 по 2022 год, 
и были обследованы 14 пациентов с верифицированным диагнозом аутоиммунного гепатита.

Установлено, что наиболее типичные спектры слюны больных с аутоиммунным поражением печени характеризовались 
трёхмодальностью и преимущественностью рассеяния света на частицах сверхкрупного диаметра (свыше 1000 нм) 
и значительным увеличением вклада в светорассеяние наночастиц мелкого и среднего гидродинамического размера, 
что являлось статистически достоверным (р<0,001) при проведении сравнительного анализа со спектрами слюны 
практически здоровых лиц и пациентов с общесоматическими заболеваниями печени не аутоиммунного генеза. По-
казатели диагностической чувствительности в отношении аутоиммунного гепатита составили 95%, диагностической 
специфичности — 93%.

Выводы: результатами проведенного научного исследования явились разработанный алгоритм применения лазерной 
спектроскопии слюны для неинвазивной экспресс- диагностики хронических аутоиммунных гепатитов, когда со сво-
евременно выставленным диагнозом лечебные мероприятия будут являться максимально эффективными и направ-
ленными на профилактику осложнений и системных проявлений заболевания, и расчёт показателей диагностической 
чувствительности и специфичности метода монохромного анализа наночастиц.

Ключевые слова: хронический аутоиммунный гепатит, алгоритм экспресс- диагностики, чувствительность и специ-
фичность теста, слюна, монохромный анализ наночастиц.
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Summary

Сhronic autoimmune hepatitis is an urgent problem of modern medicine due to the widespread prevalence among all auto-
immune diseases (more than 25%) and the diffi  culty of its diagnosis due to the lack of reliable serological tests for its detection. 
The purpose of this work was to study the possibility of the method of monochrome analysis of nanoparticles in noninvasive 
detection of AIG and to develop an algorithm for rapid diagnosis of chronic autoimmune hepatitis by saliva.

The goal was solved by performing a number of tasks: the development of a diagnostic algorithm for monochrome analysis 
of nanoparticles to determine the severity and pathophysiological orientation of homeostatic shifts in patients with a veri-
fi ed diagnosis of chronic autoimmune hepatitis using samples of oropharyngeal fl ushes (saliva), as well as the calculation of 
diagnostic specifi city and sensitivity of the test.

Materials and methods: The studies were conducted at the Center for European and Oriental Medicine from 2019 to 2022, and 
14 patients with a verifi ed diagnosis of autoimmune hepatitis were examined. It was found that the most typical saliva spectra 
of patients with autoimmune liver damage were characterized by three- modality and predominance of light scattering on 
particles of super- large diameter (over 1000 nm) and a signifi cant increase in the contribution to light scattering of nanoparticles 
of small and medium hydrodynamic size, which was statistically signifi cant (p<0.001) when conducting a comparative analysis 
with the saliva spectra of practically healthy individuals and patients with general somatic liver diseases of non-autoimmune 
genesis. The indicators of diagnostic sensitivity for autoimmune hepatitis were 95%, diagnostic specifi city — 93%.

Conclusions: the results of the conducted scientifi c research were the developed algorithm for the use of laser spectroscopy of 
saliva for noninvasive rapid diagnosis of chronic autoimmune hepatitis, when with a timely diagnosis, therapeutic measures will 
be maximally eff ective and aimed at preventing complications and systemic manifestations of the disease, and the calculation 
of diagnostic sensitivity and specifi city of the method of monochrome analysis of nanoparticles.

Keywords: chronic autoimmune hepatitis, rapid diagnostic algorithm, sensitivity and specifi city of the test, saliva, monochrome 
analysis of nanoparticles
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Введение

Аутоиммунный гепатит (АИГ) является хро-
ническим заболеванием печени неуточнённой 
этиологии, характеризующееся аутоиммунным 
воспалением, гипергаммаглобулинемией и сопря-
жённостью с лейкоцитарными антигенами чело-
века (HLA) DR3 и DR4 [1]. Распространенность 
АИГ в Европе и США составляет до 20 случаев на 
100 тысяч населения [2]. В РФ количество больных 
АИГ составляет около 40 тысяч, что сопоставимо 
с выявляемостью других заболеваний, относя-
щихся к аутоиммунным, более чем в 80% случаев 
АИГ диагностируется преимущественно у женщин 

молодого возраста [3]. По зарубежным данным доля 
больных АИГ достигает 25% от всех больных хро-
ническим гепатитом (ХГ) [4]. Актуальность пробле-
мы АИГ обусловлена сложностью его диагностики 
[5]. Вирусы хронических гепатитов, герпеса могут 
индуцировать развитие АИГ у лиц с генетической 
предрасположенностью [6]. По имеющимся лите-
ратурным данным, у многих больных АИГ в кро-
ви обнаруживаются антивирусные антитела, что 
указывает на их определённую роль в развитии 
процесса аутоиммунизации [7]. Более того, опи-
саны клинические случаи латентного течения АИГ 
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с манифестацией после инфицирования вирусом 
хронического гепатита [8].

Современные представления о патогенезе АИГ 
отмечают сочетание воздействия на организм 
больного неблагоприятных факторов окружа-
ющей среды, нарушения иммунорегуляторных 
механизмов и наследственной предрасположен-
ности, что приводит к активации Т-клеток против 
гепатоцитов, обусловливая, в итоге, появление 
некровоспалительных и фибротических измене-
ний в печени [9]. Аутоиммунными заболеваниями 
(АИЗ) считаются те, в основе которых формиру-
ется иммунное поражение собственных тканей 
организма [10]. Присутствующие в крови в незна-
чительном количестве естественные аутоантитела 
в норме не вызывают аутоиммунного поврежде-
ния, а, наоборот, стимулируют регенеративные 
процессы [11]. Поэтому, для развития АИЗ, в т. ч. 
АИГ, необходимо не только увеличение их коли-
чества аутоантител, но и присутствие качествен-
ных изменений, таких как: усиление антигенной 
специфичности, повышение авидности и др. [12].

В современной медицине используется «сероло-
гическая» классификация АИГ, согласно которой 
выделяется 4 вида АИЗ печени [13]. АИГ первого 
типа характеризуется наличием у больных анти-
нуклеарных антител и антител к гладкой мускула-
туре. Второй тип АИГ проявляется образованием 
антител к микросомам печени и почек. Третий 
тип АИГ выделяют на основании обнаружения 
в крови антител к растворимым печеночным ан-
тигенам. Эти антитела образуются только при 
аутоиммунном гепатите и служат его важным 
серологическим маркером. Четвёртый тип АИГ 
часто выявляется в детском возрасте и характери-
зуется продукцией антител против F-актина [14].

В настоящее время не существует надёжных 
скрининговых маркеров для выявления и диф-
ференциальной диагностики АИГ, которые 
крайне необходимы в случае уточнения диагно-
за в случаях гепатитов неизвестной этиологии, 
а также известной этиологии в случае атипич-
ного течения [15]. Серологическая лаборатор-
ная диагностика АИГ проводится по антителам, 
а именно: антинуклеарным антителам (АNА), 
антигладкомышечным антителам (SMA), антите-
лам к к микросомам печени и почек 1 типа (анти- 
LKM-1) и антителам к печеночно- цитозолному 
антигену (анти- LC1), антителам к печеночно- 
панкреатическим антигенам (LP), антителам 
к асиало- гликопротеиновым рецепторам и ан-
тителам к антигенам плазматической мембра-
ны гепатоцитов (LM) [16]. Но диагностическая 
эффективность данных исследований не высока, 
потому что данные аутоантитела не являются 
специфичными для АИГ и их наличие или от-
сутствие в крови пациента во многом зависит от 
многочисленных факторов внешней и внутрен-
ней среды организма и особенностей течения 
болезни [17]. Отсутствие антител не свидетель-
ствует об отсутствии АИГ, т. к. они могут выра-
батываться позднее по мере прогрессирования 
заболевания, либо не определяться совсем, но, 
как правило, их уровень коррелирует со степенью 
активности аутоиммунного процесса [18].

Критерии диагностики АИГ были разработаны 
в конце прошлого века Международной группой 
по изучению аутоиммунного гепатита: более чем 
полуторакратное превышение уровня гамма- 
глобулинов и иммуноглобулинов класса джи; 
превышение титров ANA, SMA и LKM-1 1:88 для 
взрослых и 1: 20 для детей [19]. Диагностические 
критерии АИГ неспецифичны и в настоящее время 
не существует ни одного, который позволял бы 
верифицировать диагноз [20].

Впервые концепция аутоиммунных повреж-
дений печени была подтверждена выявлением 
в сыворотке крови больных антиядерных антител, 
которые в 60% случаях обнаруживались в крови 
больных АИГ, что позволяет дифференцировать 
его, например, от гепатитов вирусной этиологии 
[21]. Тем не менее антиядерные антитела могут 
встречаться и у практически здоровых людей, 
возрастая с возрастом, приёмом лекарственных 
препаратов, отравлениях, интоксикациях и при 
беременности [22]. Последующим этапом диагно-
стического поиска можно считать определение 
антител к митохондриям, микросомальному анти-
гену печени и к нейтрофилам методом непрямой 
иммунофлуоресценции (НИФ), существенным 
недостатком которого является субъективность 
способа оценки результата анализа [23].

При диагностике АИГ незаменимым методом 
верификации диагноза остаётся биопсия пече-
ни, которая является «золотым стандартом»: при 
гистологическом исследовании определяются 
ступенчатые и мостовидные некрозы паренхи-
мы, розеткообразование гепатоцитов, увеличение 
плазматических клеток в воспалительном инфиль-
трате в портальных трактах и участках некроза 
гепатоцитов и лимфоидная инфильтрация долек 
печени [24].

Достаточно часто АИГ сочетаются с другими 
аутоиммунными состоянияим, такими как аутоим-
мунный тиреоидит, витилиго, алопеция, неспеци-
фический язвенный колит, ревматоидный артрит, 
аутоиммунный гломерулонефрит и сахарный диа-
бет [25]. Научными исследованиями показано, что 
данные аутоиммунные заболевания могут быть 
не только следствием потери толерантности, но 
и результатом повышения экспрессии генов RAG1 
и RAG2, которые ответственны за активацию ре-
комбинации генов [26]. Экспрессия генов RAG1 
и RAG2 повышена на аутоагрессивных клетках [27].

Учитывая рост выявления аутоиммунной пато-
логии у лиц с наличием факторов риска в анамнезе, 
имеется необходимость актуализировать пробле-
мы диагностики АИГ в повседневной врачебной 
практике.

Общим недостатком «традиционных» методов 
лабораторной диагностики АИГ является инва-
зивность данных процедур, высокая себестоимость 
и невозможность применения в качестве скрини-
рующего метода обследования больших когорт 
населения.

В идеале лабораторный метод диагностики АИГ 
должен позволять детектировать не один тип био-
химических маркеров, как это происходит при при-
менении большинства лабораторных тестов, а весь 
их интегральный спектр. Таким методом может 
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явиться монохромный анализатор наночастиц 
(МАН), который является усовершенствованной 
модификацией метода лазерно- корреляционной 
спектроскопии (ЛКС) [28], что обусловливает 
их широкое применение в приборах различных 
фирм для медицинских и биологических иссле-
дований [29]. По сравнению с другими методами 
медико- биологических исследований, метод МАН 
обладает рядом существенных преимуществ: ши-
роким диапазоном исследуемых фракций, возмож-
ностью одновременного анализа частиц разных 
гидродинамиических диаметров (структурно- 
функциональный анализ молекулярных ингреди-
ентов биологических жидкостей), учётом характера 
межмолекулярных взаимодействий отдельных 
ингредиентов, достаточностью минимального 
количества исследуемого биоматериала, простой 
процедурой подготовки образцов к анализу, вы-
сокой скоростью измерений изучаемого образца 
и получения качественной и количественной ин-
формации [30].

Лазерная спектроскопия, в целом, и МАН, в част-
ности, основаны на методологии динамического 

светорассеяния (ДС). Для измерения таких спек-
тров применяются методы оптического смешения 
на основе гетеродинирования и исследования са-
мобиений частот рассеянного света [31].

Метод гетеродинирования заключается в сме-
шении опорного лазерного излучения и излуче-
ния, рассеянного на исследуемом образце, на чув-
ствительном элементе фотоприемника [32]. В этом 
случае фототок пропорционален квадрату суммы 
поля опорного излучения и поля рассеянного из-
лучения [33]. Сущность метода самобиений состоит 
в том, что свет, рассеянный исследуемым участ-
ком образца, направляется на фотоприемник, на 
котором и возникают биения между различными 
частотными компонентами спектра падающего 
света [34]. При этом ток фотоприемника оказыва-
ется промодулированым по амплитуде частотами 
биений флуктуаций концентраций частиц под 
воздействием света, рассеянного на исследуемом 
образце от нуля до ширины спектра рассеяния 
[35]. Релаксация микроскопических флуктуаций 
концентрации частиц к равновесному состоянию 
описывается уравнением диффузии:

 ( , ) ( , )p
p

N
r t D N r t

t
∂

= − Δ
∂

 (1.1)

где pN  – концентрация частиц, Δ – оператор Лапласа и D – коэффициент диффузии, который является 
ключевым параметром для определения размеров исследуемых частиц.

Решением уравнения диффузии в одномерном случае является экспоненциальная функция с показа-
телем степени, содержащим коэффициент диффузии частиц D. В случае рассеяния света на флуктуациях 
концентрации монодисперсных частиц, решением является корреляционная функция поля g(1)():

 (1) ( ) exp( )tg τ τ= −  (1.2)

где  – время релаксации флуктуаций концентрации частиц, которое обратно пропорционально харак-
терной ширине Г спектра мощности света.

Спектр мощности рассеянного света в случае, когда частицы в растворе одного размера, представляет 
собой Лоренциан, максимум которого, расположен на частоте возбуждающего света. Ширина Лоренциана 
на полувысоте равна:
 Г = 2π (Δf)1/2 = Dq2 (1.3)

где D – коэффициент диффузии частиц, q – волновой вектор рассеяния света.

Метод ДС позволяет определять размеры частиц в моно- и полидисперсных растворах. При исследовании 
полидисперсных растворов, каковыми являются практически все биологические жидкости, крайне важ-
но, кроме определения размеров белков, агрегатов и везикулярных частиц не нарушать их целостность 
и концентрацию и, для этого, необходимо проводить измерения в их естественной среде.

Обработка рассеянного света базируется на следующем алгоритме.
Спектр мощности рассеянного света, падающего на фотоприемник, представляет собой Лоренциан, 

и в случае непрерывных распределений частиц по размерам имеет следующий вид:

 2 2
0

1( )
( ) ( )
A(Г)ГdГS

Г
ω

π ω

∞

=
+∫  (1.4)

где А(Г) – функция распределения интенсивности рассеяния частиц по характерным для них диффу-
зионным уширениям.

Наибольший интерес представляет вариацион-
ный метод, так как именно он используется в ра-
боте для обработки результатов [36].

Биологические жидкости находятся в тонком 
равновесии, определяемом ионной силой раствора, 
значением рН и рядом других факторов [37]. Это 

обстоятельство исключает возможность изучения 
распределения размеров белков, антител, цир-
кулирующих иммунных комплексов, липопро-
теинов и агломератов объектов в биологических 
жидкостях всеми классическими методами (в том 
числе методами проточной цитометрии), так как 
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эти методы требуют препарирования образцов, 
приводящего к изменению условий существования, 
входящих в них агломератов [38]. Этого недостатка 
лишен метод МАН, который может применяться 
к исходному образцу нативной биологической жид-
кости. Метод МАН способен также обнаруживать 
незначительные изменения исследуемого объекта 
при сравнении спектров света, рассеянного образ-
цом до и после изменения условий. Информация об 
исследуемом объекте методом МАН максимально 
достоверна т. к. в процессе измерений состояние 
образца не меняется под действием внешних фак-
торов (лазерного излучения, температуры, хими-
ческих реагентов и т. д.).

При патологических процессах, происходящих 
в организме человека, в крови увеличивается коли-
чество циркулирующих нанокомплексов, в первую 
очередь, внеклеточных везикул, а их вид и состав 
различны в зависимости от вида патологии [39]. 
Впоследствии эти везикулы поступают во все ор-
ганы и ткани организма. За работы по изучению 
везикулярного обмена информацией в организме 
в 2013 году была присуждена Нобелевская премия: 
«Нобелевская премия по физиологии и медицине 
(2013): везикулярный транспорт» [40].

Для проведения исследований необходимо по-
лучить раствор слюны. Это требование связано 
с тем, что исследование неразбавленных образцов 
слюны не отвечает важному теоретическому аспек-
ту метода МАН, а именно принципу «однократного 
рассеяния света» [41]. Выбор концентрации рас-
твора слюны был основан на влиянии на результат 
измерений нескольких факторов, а именно: высо-
кая концентрация частиц малых размеров ска-
зывается на детектируемых размерах, связанных 
с взаимодействием между молекулами белка; малая 
концентрация крупных частиц в объеме рассеяния 
влияет на низкочастотную область спектра мощно-
сти и, следовательно, дополнительного пика в рас-
пределении мощности по размерам; при большой 
концентрации крупных частиц измерениям может 
мешать двукратное и многократное рассеяние; при 
низкой концентрации частиц в растворе уровень 
полезного сигнала незначительно превышает уро-
вень шумов [42].

Для устранения возможных погрешностей при 
измерениях был проведен ряд тестирований НБЖ 
с целью определения оптимальной концентрации 
раствора слюны для исследований. Были получены 
следующие результаты: при концентрациях рас-
твора от 1% до 10% в Фурье-спектрах мощности 
рассеянного света наблюдаются шумы, по поряд-
ку величины сопоставимые с уровнем полезного 
сигнала; с увеличением концентрации раствора 
с 1% до 20% мощность рассеянного света линейно 
возрастает; при концентрации свыше 20% мощ-

ность рассеянного света выходит на постоянный 
уровень. Такая зависимость может быть связана 
с процессом многократного рассеяния света иссле-
дуемым объектом. Исходя из полученных данных 
выбран оптимальный диапазон концентраций от 
10% до 20%.

Специфика исследования биологических жид-
костей человека.

В медицинской диагностике для установления 
заболевания и контроля за его течением исследу-
ют различные биологические жидкости организ-
ма: кровь, слюну, ликвор, мочу. Все эти жидкости 
имеют сложный белковый состав. Наибольший 
интерес имеет исследование слюны в виде рото-
глоточных смывов по причине неинвазивности 
забора биоматериала у пациента.

Пациенту предлагают 30 мл физиологического 
раствора, в разовом стакане и просят тщательно 
(в течение 0,5–1 мин.) прополоскать полость рта 
и глотки и сплюнуть жидкость обратно в стакан. 
Из полученной взвеси микропипеткой объемом 
1000 мкл отбирают 1 мл в стерильную одноразовую 
пробирку, закупоривают и центрифугируют в при 
2500 об/мин в течение 5 мин. 0,8 мл надосадочной 
жидкости осторожно (чтобы не задеть осадок) пе-
реносят в кювету спектроскопа для исследования. 
Суть предлагаемого метода заключается в анализе 
рассеянного света, получаемого путем просвечи-
вания лазером биологической жидкости человека. 
Лазерный луч фокусируется на образце. Белки, на-
ходящиеся в жидкости, рассеивают свет, который 
фиксируется детектором. По характеру измене-
ния интенсивности рассеянного света во времени 
можно определить, какого размера наночастицы 
находятся в жидкости. Размеры детектируемых 
молекул зависит от наличия в организме исследу-
емого тех или иных заболеваний. Учитывая успеш-
ность применения метода ЛКС [43], в последние 
годы появилась возможность усовершенствования 
приборной базы и программного обеспечения, что 
легло в основу монохромного анализатора наноча-
стиц (МАН).

Цель настоящей работы – изучить возможно-
сти метода монохромного анализа наночастиц 
в неинвазивном выявлении АИГ и разработать 
алгоритм экспресс- диагностики хронических ау-
тоиммунных гепатитов по слюне методом МАН. 
Поставленная цель решается выполнением ряда 
задач: разработка диагностического алгоритма мо-
нохромного анализа наночастиц для определения 
выраженности и патофизиологической направ-
ленности гомеостатических сдвигов у больных 
с верифицированным диагнозом АИГ по образцам 
ротоглоточных смывов (слюны), а также расчёт по-
казателей диагностической специфичности и чув-
ствительности теста.

Материалы и методы

Состав установки МАН: спектрометр лазерный 
с длиной волны 633 нм; персональный компьютер 
с эксклюзивным программным обеспечением для 
приёма сигнала с аналого- цифрового преобра-
зователя и последующей обработки результатов 

исследования; лабораторная посуда для подготов-
ки образцов к исследованию [44].

Спектрометр МАН состоит из следующих уз-
лов: оптический блок; кювета для исследования 
биологической жидкости; гелий- неоновый лазер 
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(длина волны – 633 нм); фотоприёмник; аналого- 
цифровой преобразователь (АЦП); блок питания.

Оптический блок спектрометра состоит из оп-
тических элементов, фокусирующих лазерный на 
кювете с исследуемым образцом биологической 
жидкости и собирающих рассеянный свет от кю-
веты с находящейся в ней исследуемой НБЖ на 
фотоприемное устройство [45]. Оптический блок 
спектрометра выполняет фиксацию положения 
лазера, фотоприемного устройства и элементов 
формирующей оптики. Лазерный модуль состоит 
из гелий- неонового лазера и блока его питания. 
Фотоприемное устройство (ФПУ) предназначено 
для регистрации рассеянного света от частиц ис-
следуемого образца, преобразования его в элек-
трический сигнал и усиления его для подачи 
на АЦП. Фотоприёмник обеспечивает высокую 
чувствительность преобразования падающего 
света лазера в электрический ток. АЦП пред-
ставляет собой 14-разрядный преобразователь 
входного напряжения в диапазоне от 0 до 3 вольт 
в полосе частот от 0 до 10 МГц. Подача оцифро-
ванного сигнала на компьютер осуществляет-
ся через USB-порт. Блок питания спектрометра 
предназначен для получения стабильного напря-
жения, необходимого для питания электронных 
устройств прибора из напряжения 220 В с часто-
той 50 Гц.

Принципиальная оптическая схема спектро-
метра МАН приведена на Рис. 1.

Исходя из того, что объектом исследований 
являются жидкости, в т. ч. биологические, которые 
содержат в своём составе наночастицы белков, 
длина волны излучения устанавливалась исходя 
из спектров поглощения белков, воды, и крайних 
размеров белковых комплексов слюны порядка от 
1 нм до 1000 нм. Выбор длины волны лазерного 
излучения в окне прозрачности спектра поглоще-
ния воды позволяет избежать потери мощности 
излучения за счет поглощения и, соответственно, 
возбуждения молекул воды. В связи с вышеска-
занным для исследования водных растворов слю-
ны оптимальным является длина волны лазерного 
излучения 633 нм.

Метод МАН, используемый в настоящих иссле-
дованиях, суть которого заключается в модуляции 
лазерного излучения частотой броуновского ко-
лебания исследуемых частиц, подразумевает, что 
влияние фотонов света лазерного излучения не 
должно вносить значимых изменений в исследу-
емую систему. Таким образом, к рабочим узлам 
аппаратуры, одним из которых является лазерный 
модуль, предъявляются высокие требования.

Прибор МАН предназначен для исследова-
ния органических и неорганических наночастиц 
в жидкостях, в том числе биологических. По своим 
параметрам МАН не уступает зарубежным ЛК-
спектрометрам (быстродействие составляет 1–5–10 
минут в зависимости от количества накоплений), 
что может влиять на погрешность измерений, объ-
ем исследуемой жидкости от 0.5 мл до 5 мл, диа-
пазон измеряемых размеров частиц от 1 нм до 10 
мкм. Таким образом, результаты измерений пока-
зывают, что МАН позволяет получать достоверные 
результаты, а также исследовать полидисперс-
ные растворы биологических жидкостей, такие 
как слюна и плазма крови. Применяемый способ 
позволяет оценить состояние организма путем 
прямого измерения распределения по размерам 
наноструктур в слюне человека по результатам 
МАН-исследования.

При исследовании параметров частиц методом 
МАН важно минимизировать влияние факторов 
на исследуемую среду, в том числе и нелинейные 
эффекты. Это связано с тем, что информация о раз-
мерах и процентном соотношении частиц в образ-
це слюны связана с мощностью рассеянного ими 
света. Растворы наночастиц в слюне обычно ма-
локонцентрированы и могут проявлять нелиней-
ные свой ства при взаимодействии с низкоинтен-
сивным лазерным излучением. В зависимости от 
свой ств слюны и содержащихся в ней наночастиц, 
различных по форме и размерам нелинейность 
интенсивности выходного излучения в зависимо-
сти от входной интенсивности носит различный 
характер. Для автоматизации обработки выход-
ных данных спектрометра МАН был использован 
аналого- цифровой преобразователь АЦП Е20–10, 

Рисунок 1.
Блок-схема 
монохроматиче-
ского анализатора 
наночастиц, 
где 1 – лазер; 2 – 
кювета; 
3, 4 – фотоприем-
ные устройства; 
5 – поворотный 
блок; 6, 7 – поля-
ризаторы; 8 – элек-
тронный блок.
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поставляемый фирмой LCard в комплекте с АЦП. 
Это позволило записывать сигнал с МАН в циф-
ровом формате на жёсткий диск персонального 
компьютера. Для визуализации результатов ис-
следования образцов применялась программа- 
классификатор, которая позволяла в автомати-
ческом режиме анализировать спектры, выдавая 
информацию о гидродинамических размерах на-
ночастиц и их вкладе в светорассеяние. Алгоритм 
работы программы- классификатора основан на 
т. н. методе «теория групп», когда индивидуальные 
спектры дифференцируются между собой в 32-мер-
ном пространстве. Для каждой из двух сравнива-
емых групп проводились границы зон, которые 
соответствовали дисперсиям распределений «две 
сигмы». Масштабы по осям отображались в лога-
рифмическом масштабе. Результаты измерения 
образцов слюны методом МАН представляются 
в виде гистограмм, описывающих вид функции 
распределения частиц слюны по размерам (диа-
метру) и вкладу в светорассеяние, при этом высота 
пиков пропорциональна относительному вкладу 
частиц данного диаметра в суммарный спектр ла-
зерного излучения в заданном частотном диапазо-
не. Весь диапазон спектра от 1 до 10000 нм условно 
разделялся на пять фракций (поддиапазонов) соот-
ветственно размерам детектируемых наночастиц: 
1–10 нм; 11–30 нм; 31–70 нм; 71–150 нм; > 151нм. 
Статанализ данных проводился с вычислением 
показателя «среднее арифметическое» и его стан-
дартной ошибки, а в случае попарного сравнения 
результатов исследования, полученных от двух 
и более групп, – метод «попарного множественного 
сравнения» [46].

Для оценки достоверности показаний МАН про-
водились измерения опытных образцов, которые 
состояли из сферических наночастиц латекса ди-
аметром 100 нм и в виде суспензии находились 
в водном растворе. Их размеры, полученные после 
обработки данных в программе- классификаторе 
составляли 96–102 нм. По серии проведенных из-
мерений относительная погрешность составила 
не более 4%. Результаты замеров частиц латекса 
с диаметром 100 нм в водной суспензии показаны 
в Таб. 1.

Важным фактором в  измерениях, проводи-
мых методом МАН, является время экспозиции. 
Измерения проводились несколько раз подряд 
(время одного измерения составляет 10 минут), 
пробирка с раствором не извлекалась из кюветы 
и воздействие на образец лазерного излучения 
было постоянным.

Забор слюны у пациентов проводился строго 
натощак, перед взятием биоматериала проводилось 
предварительное полоскание полости рта в течение 
10–15 секунд 25–40 мл изотонического раствора на-
трия хлорида. Хранение образцов осуществлялось 

при комнатной температуре – в течение 6 ч., при 
температуре от 2 °C до 8 °C – в течение 3 суток, при 
температуре минус 20 °C – в течение полугода, при 
температуре минус 70 °C – длительно.

Определение размеров наночастиц слюны про-
водилось следующим образом: раствор слюны 
в виде ротоглоточного смыва (РГС) после 10-ми-
нутного центрифугирования при 2500 об/мин 
микропипеткой отбирался и помещался в кювету 
МАН, проводилось три измерения подряд в тече-
ние 10 минут каждое, раствор постоянно находился 
под воздействием лазерного излучения, при ком-
натной температуре.

Исследования слюны в виде РГС методом МАН 
проводилось в «Центре европейской и восточной 
медицины» с 2019 по 2022 год, и были обследованы 
14 пациентов с верифицированным диагнозом АИГ. 
Большинство обследованных (более 80%) пациен-
тов были в возрасте от 21 до 69 лет. Более 80% из 
них составили женщины. Заключение о состоянии 
здоровья давалось на основании результатов ком-
плексного медицинского обследования больных 
в медицинских учреждениях по месту житель-
ства. Обследование пациентов с АИГ проводили 
в соответствии со стандартом ведения стацио-
нарного больного, начиная с жалоб и сбора ана-
мнеза. Всем больным выполняли традиционные 
лабораторные исследования (общий и биохими-
ческий анализ крови), общий белок и фракции, 
СРБ, клеточная и гуморальная иммунограмма. 
Морфофункциональное состояние печени оцени-
валось по результатам ультразвукового исследова-
ния и биопсии. По превалирующей симптоматике 
основного патологического процесса исследуемые 
были разделены на три группы: основную (боль-
ные с верифицированными случаями АИГ) – 14 
наблюдений, группу сравнения (больные с хрони-
ческими заболеваниями печени не аутоиммунной 
этиологии) – 18 случаев, и контрольную группу 
(практически здоровые пациенты) – 23 наблюдения. 
Всем пациентам проводилась лазерная спектро-
скопия слюны.

Осмотр пациентов «узкими» специалистами 
(гастроэнтеролог, иммунолог, инфекционист, рев-
матолог и др.) проводился по показаниям.

Формирование обследуемых групп проводилось 
по правилам проведения клинических испытаний, 
у всех пациентов было взято «информированное 
согласие» на участие в исследованиях. Научно- 
исследовательская работа проводилась в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией (2013 г.), и была 
предварительно одобрена «Комитетом по этике».

Статистическая обработка полученных резуль-
татов исследования проводилась с использова-
нием программного обеспечения Statistica 10.0, 
а также корреляционно- регрессионным анализом. 
Изучалась зависимость между относительным 

№ измерения
Первая серия измерений Вторая серия измерений

Средние размеры наночастиц латекса, нм

1 102 101

2 98 100

3 96 98

Таблица 1.
Результаты 
замеров сфериче-
ских наночастиц 
латекса диаметром 
100 нм
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вкладом в светорассеивание монохроматического 
лазерного излучения на наночастицах слюны и их 
диаметров.

Требования к забору слюны сводились к следую-
щему: после ополаскивания водой ротовой полости 
слюна собиралась в пластиковую пробирку или 
«контейнер для забора биоматериала» натощак не 
ранее 4-х часов с момента последнего приёма пищи 
и/или медикаментов, к ней добавлялось 5 мл. фи-
зиологического раствора хлорида натрия (в таком 
виде РГС может храниться до исследования неогра-
ниченное время при температуре –20–30 градусов 

Цельсия в морозильной камере холодильника). 
Затем образец РГС помещался в центрифужную 
пробирку и проводилось центрифугирование при 
2500 об/мин, после которого надосадочная жид-
кость помещалась в кювету лазерного спектроскопа 
для проведения самого исследования.

Проведенный на предварительном этапе работы 
анализ зависимости спектров слюны от возраста, 
пола, сезона и этнической принадлежности пока-
зал, что влияние вышеперечисленных факторов 
на спектроскопические характеристики ничтожно 
малы и ими можно пренебречь.

Результаты

Исследование было подразделено на несколько 
этапов, первым из которых являлось определение 
характерных особенностей спектра РГС практиче-
ски здоровых людей. На Рис. 2 представлен наибо-
лее типичный спектр РГС практически здоровых 
людей.

Основными особенностями, характеризующи-
ми РГС-спектры практически здоровых людей, 
являлись мономодальность распределения частиц 
слюны по размеру: максимальный вклад (100%) 
в светорассеяние на наночастицах среднего ги-
дродинамического диаметра 178 нм и отсутствие 
наночастиц в спектральных поддиапазонах 0–178 
нм и 179–5000 нм, что позволяет использовать дан-
ные усреднённые значения в качестве референтных 
показателей при дальнейших расчетах.

Второй этап исследований проводился с целью 
определения сдвигов в субфракциях наночастиц 
пациентов с наиболее распространёнными функ-
циональными изменениями сердечно- сосудистой 
системы. На Рис. 3 представлен наиболее типич-
ный спектр РГС пациентов с общесоматическими 
заболеваниями печени не аутоиммунной природы.

РГС-спектры лиц с общесоматическими забо-
леваниями печени не аутоиммунной природы ха-
рактеризовались трёхмодальным распределением 

частиц слюны по размеру с превалирующим вкла-
дом в светорассеяние (СР) на наночастицах мелкого 
размера 15 нм при 47%-ном вкладе в СР. Доля вкла-
да в СР крупных частиц диаметром 791 нм состав-
ляла 38%. Наночастицы среднего спектрального 
поддиапазона диаметром 132 нм обусловливали 
15%-ный вклад в рассеяние света.

На Рис. 4 показан наиболее типичный спектр 
слюны больных с АИГ.

Наиболее типичная гистограмма распределения 
наночастиц по размеру и вкладу в светорассеяние 
у больных с АИГ характеризовалась трёхмодаль-
ностью и преимущественностью рассеяния света 
на частицах сверхкрупного диаметра 51174 нм при 
вкладе в светорассеяние 53%, вклад наночастиц 
среднего диаметра 131 нм составлял 14%, мелких 
частиц 12 нм – 33%.

Из графической информации, представленной 
на рисунках 2–4, следует, что в отличие от спек-
тров РГС практически здоровых людей и пациен-
тов с общесоматическими заболеваниями печени 
(ОЗП) не аутоиммунной природы спектральные 
характеристики РГС пациентов с АИГ характеризу-
ются статистически достоверно (р<0,001) высоким 
вкладом в рассеяние света на частицах сверхкруп-
ного диаметра.

Нозология Практическое здоровье ОЗП АИГ

Практическое здоровье – 88 95

ОЗП 88 – 93

АИГ 95 93 –

Таблица 2.
Степени диффе-
ренцированности 
спектров РГС прак-
тически здоровых 
лиц, пациентов 
с ОЗП и АИГ,%

Как показано в Таб. 2, спектры РГС больных 
с АИГ статистически достоверно (р<0,001) диффе-
ренцируются от РГС-спектров пациентов с ОЗП 
и практически здоровых людей.

Ранее проведённая оценка диагностической 
информативности метода МАН использовалась 
для расчета у здоровых лиц – для установления 
показателя диагностической специфичности, 

у больных – для установления показателя диа-
гностической чувствительности; во всех группах 
обследуемых – для расчета показателя диагности-
ческой эффективности теста.

Диагностическая чувствительность (1) пред-
ставляла собой процентное выражение частоты ис-
тинно положительных результатов исследования 
субфракционного состава слюны у больных с АИГ:

 Диагностическая чувствительность = (ИП/(ИП+ЛО)) × 100% (1)

где ИП – истинно положительные результаты, ЛО – ложноотрицательные результаты.
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Рисунок 2.
Наиболее 
типичный спектр 
РГС практически 
здоровых людей.

Рисунок 3.
Наиболее типич-
ный спектр РГС 
пациентов с об-
щесоматическими 
заболеваниями 
печени не аутоим-
мунной природы.

Рисунок 4.
Наиболее типич-
ный спектр РГС 
больных с АИГ.
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Диагностическая специфичность (2) теста оценивалась как процентное выражение частоты истинно 
отрицательных результатов у здоровых лиц:

 Диагностическая специфичность = (ИО/(ИО+ЛП)) × 100% (2)

где ЛП – ложноположительные результаты, ИО – истинно отрицательные результаты.

Диагностическая эффективность (3) метода определялась процентным отношением истинных, 
т. е. соответствующих состоянию обследуемых пациентов результатов теста к общему числу полученных 
результатов:

 Диагностическая эффективность = ((ИО+ИП)/(ИП+ИО+ЛП+ЛО)) × 100% (3)

Показатель предсказательной ценности положительного результата (4) рассчитывался по формуле:

 Предсказательная ценность положительного результата = (ИП/(ИП+ЛП)) × 100% (4)

и применялся для оценки вероятности наличия заболевания у обследуемого с положительным резуль-
татом теста.

Показатель предсказательной ценности отрицательного результата (5) рассчитывался по формуле:

 Предсказательная ценность отрицательного результата = (ИО/(ИО+ЛО)) × 100% (5)

и применялся для оценки вероятности отсутствия заболевания у обследуемого с отрицательным ре-
зультатом тестирования.

Показатель диагностической специфичности 
метода МАН, вычисленный по группе практически 
здоровых лиц, составил 93%, диагностическая чув-
ствительность метода в отношении АИГ составила 
95%, показатель диагностической эффективности 
составлял 94%.

В наше исследование было включено лишь 14 
пациентов с АИГ и поэтому представленные ре-
зультаты могут иметь ориентировочный характер. 
Для более точной оценки чувствительности теста 
требуется исследование слюны большего числа па-
циентов. Тем не менее представленные результаты 
научного исследования демонстрируют перспек-
тивность дальнейшей работы в этом направлении 
по оптимизации метода МАН для задач по неинва-
зивной диагностике АИГ. В частности, планируется 
работа по доработке диагностического алгорит-
ма, основанного на новейших разработках в об-
ласти искусственного интеллекта. Решение этих 
вопросов позволит внести усовершенствования 

в разработанный алгоритм скрининга и диагно-
стики АИГ, способный успешно конкурировать 
с другими диагностическими тест-системами.

Общеизвестно, что на доклинической стадии 
и при латентном течении болезни пациенты с АИГ 
могут не предъявлять патогномоничных жалоб, 
и лишь при манифестации патологического про-
цесса у больных может возникать характерная 
клиническая симптоматика, заставляющая его 
обратиться к врачу. Но, как свидетельствуют ста-
тистические данные, такое обращение является 
запоздалым в связи с уже имеющимися осложне-
ниями и системными проявлениями заболевания, 
что не даёт возможности ни пациенту, ни врачу 
надеяться на радикальность лечения. Именно по-
этому актуальным является применение МАН для 
неинвазивной диагностики АИГ, когда в связи со 
своевременно выставленным диагнозом лечебные 
мероприятия будут являться максимально эф-
фективными.

Обсуждение

Таким образом, слюна, как и кровь, содержит мно-
жество наночастиц, включая молекулы белка (в т. ч. 
антител) и нуклеиновых кислот, что отражает па-
тофизиологический статус пациента (его гомеос-
таз) на момент исследования; однако, в отличие от 
других биологических жидкостей, разработанный 
алгоритм диагностики АИГ по слюне предлага-
ет простой, недорогой, безопасный и неинвазив-
ный подход для выявления местных и органных 
патологических процессов, и обладает высоким 
потенциалом как один из элементов развития со-
временных высокоточных методов лабораторной 
диагностики. МАН позволяет выявить и оценить 
изменения в системе гомеостаза неинвазивным 
способом – по слюне, обеспечивая при этом вы-
сокую точность и экспрессность исследований. 

Исследования выполняются с минимальным объ-
емом РГС, подготовка которого обеспечивает сохра-
нение уникальной нативной структуры ее частиц, 
с быстрой регистрацией математически обработан-
ных результатов.

Как было показано, в ходе проведения многоэтап-
ных спектрометрических исследований РГС у боль-
ных АИГ в образцах слюны обнаруживались круп-
ные агломераты частиц диаметром свыше 1000 нм 
в сочетании с высоким количеством мелких и сред-
них наночастиц, что наиболее вероятно связано 
с имеющими место в организме больных процессами 
аутоантителообразования с формированием цирку-
лирующих иммунных комплексов (ЦИК) и сопут-
ствующей диспротеинемии. В более чем в 90% слу-
чаев исследований программой- классификатором 
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МАН у больных с АИГ регистрировались патофизи-
ологические нарушения, а именно: аутоиммунного, 
воспалительного и дегенеративно- дистрофического 

характера, что, наиболее вероятно, было обуслов-
лено сочетанной вовлечённостью органов и систем 
в патологический процесс.

Выводы

Таким образом, значение слюны как биоматериала 
для трудно переоценить, что делает необходимым 
рассматривать МАН в качестве альтернативного 
существующим методам диагностики АИГ. Как 
было показано, метод МАН позволяет статисти-
чески достоверно дифференцировать АИГ и ОЗП.

Учитывая увеличение числа людей, страдаю-
щих АИГ и сопряжёнными осложнениями, во всём 
мире возрастает обеспокоенность её настоящими 
и долгосрочными последствиями, что послужило 
поводом к изучению актуальной проблемы совре-
менного человечества – борьбе с возрастающей 
заболеваемостью АИГ и разработке более совер-
шенных и объективных методов её неинвазивной 
диагностики. В представленной работе представ-
лена информация об аппаратно- диагностическом 
комплексе МАН, разработанном для проведения 
количественного анализа молекулярного состава 
биологических жидкостей, и алгоритме диагно-
стики АИГ по ротоглоточным смывам.

Отличительными особенностями разработан-
ной схемы являются: оригинальная система реги-
страции данных на фотоприёмнике с использова-
нием детекции рассеянного света через систему 
призменных поляризаторов и фотоэлектронного 
умножителя, а также аналого- цифровой платы для 
оцифровки данных. Обработка данных, а именно 
вычисление автокорреляционной функции и даль-
нейший её анализ, производится на компьюте-
ре, что позволяет сделать схему МАН мобильной 
и доступной. Разработанная программа обработки 
данных (классификатор), вместе с подобранными 
параметрами схемы регистрации сигналов рассе-
яния позволяет добиться точности определения 
размеров наночастиц в полидисперсных растворах 
до 0.1–0,5 нм. Модельные эксперименты, прове-
денные на латексных наносферах, подтвердили 
точность разработанного прибора. По сравнению 
с прочими методами медицинских и биологиче-
ских исследований, аппаратно- диагностический 
комплекс МАН обладает рядом неоспоримых 
преимуществ, а именно: имеет широкий диапа-
зон исследуемых фракций, позволяет проводить 
одновременный анализ субфракций размером от 
мономерных наночастиц до высокополимерных 
иммунных комплексов, требует минимальное ко-
личество исследуемого материала, забор которого 
прост и неинвазивен, а также не требует сложных 

процедур подготовки образцов к исследованию, 
обладает высокой скоростью измерений, доста-
точными показателями чувствительности и спец-
ифичности для проведения широкомасштабного 
скрининга населения для диагностики аутоиммун-
ных повреждений печени.

В работе был описан алгоритм исследования 
нативной биологической жидкости (слюна), пред-
ставлены принципиальная схема и принцип рабо-
ты монохромного анализатора наночастиц, разра-
ботаны правила забора биоматериала и подготовки 
образцов слюны к исследованию, дано подробное 
описание процесса формирования групп пациен-
тов и этапов исследования, описан алгоритм про-
ведения диагностики АИГ. Спектральные характе-
ристики больных с АИГ статистически достоверно 
(р<0,001) дифференцируются от спектров слюны 
практически здоровых лиц и пациентов с ОЗП 
высокими показателями вклада в светорассеяние 
на частицах сверхкрупного, мелкого и среднего 
гидродинамического диаметра.

Неоспоримыми преимуществами МАН для це-
лей неинвазивной диагностики АИГ являются:
• объективность получаемых результатов тести-

рования;
• возможность достоверного определения АИГ 

по слюне;
• неинвазивность забора биоматериала, что прак-

тически исключает вероятность заражения 
медперсонала заболеваниями, передающимися 
через кровь;

• быстрое получение результатов тестирования;
• низкая стоимость.

Внедрение МАН-диагностики в практическое 
здравоохранение позволит врачам проводить объ-
ективную неинвазивную диагностику пациентов 
с подозрением на АИГ и оперативно определяться 
с методами лечения для предупреждения её ос-
ложнений, а также контролировать эффективность 
лечения и динамику его результатов.

Материалы данного научного исследования по 
практическому применению его результатов могут 
быть впоследствии рекомендованы медицинским 
организациям практического здравоохранения 
для включения данного метода в программу дис-
пансеризации населения.
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