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АННОТАЦИЯ 

Одной из основных проблем современного здравоохранения являются хронические аутоиммунно- 

воспалительные заболевания кишечника, среди которых неспецифический язвенный колит отличается разнооб-

разием клинической симптоматики, наличием внекишечных проявлений болезни и развитием тяжелых осложнений, 

что существенно затрудняет его выявление и определяет актуальность его раннего выявления и дифференциальной 

диагностики. Целью настоящей работы явилось изучение возможностей неинвазивной диагностики неспецифи-

ческого язвенного колита по слюне методом монохромного анализа наночастиц. Для этого необходимо решить 

ряд задач: разработать диагностический алгоритм монохромного анализа наночастиц для определения выраженности 

и патофизиологической направленности гомеостатических сдвигов у больных с верифицированным диагнозом 

по образцам ротоглоточных смывов (слюны), а также рассчитать показатели диагностической специфичности и 

чувствительности теста. Исследования проводились в «Центре европейской и восточной медицины» с 2019 по 

2021 год, и были обследованы 28 пациентов с верифицированным диагнозом неспецифического язвенного колита. 

Установлено, что наиболее типичные спектры слюны больных с неспецифическим язвенным колитом характе-

ризовались четырёхмодальностью и преимущественностью рассеяния света на частицах малого диаметра 5,0 нм 

и 12,2 нм при соответственном вкладе в светорассеяние 19% и 31% (суммарно – 50%), вклад наночастиц среднего 

диаметра 107,8 нм составлял 23%, крупных частиц размером более 1000 нм – 27%, что являлось статистически 

достоверным (р<0,001) при проведении сравнительного анализа со спектрами слюны практически здоровых лиц и 

пациентов с общесоматическими заболеваниями тех же локализаций. Показатели диагностической чувствитель-

ности в отношении неспецифического язвенного колита составили 90%, диагностической специфичности – 94%. 

Выводы: применение лазерной спектроскопии слюны является обоснованным для ранней неинвазивной диагно-

стики неспецифического язвенного колита, когда со своевременно выставленным диагнозом лечебные меропри-

ятия будут являться максимально эффективными и направленными на профилактику осложнений и системных 

проявлений заболевания.

ABSTRACT 
One of the main problems of modern healthcare is chronic autoimmune inflammatory bowel diseases, among which 

ulcerative colitis is characterized by a variety of clinical symptoms, the presence of extra-intestinal manifestations of the 

disease and the development of severe complications, which significantly complicates its detection and determines  

the relevance of its early detection and differential diagnosis. The purpose of this work was to study the possibilities of 

non-invasive diagnosis of ulcerative colitis by saliva by the method of monochrome analysis of nanoparticles. To do this, 
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it is necessary to solve a number of tasks: to develop a diagnostic algorithm for monochrome analysis of nanoparticles 

to determine the severity and pathophysiological orientation of homeostatic shifts in patients with a verified diagnosis 

using samples of oropharyngeal flushes (saliva), as well as to calculate the diagnostic specificity and sensitivity of the 

test. The studies were conducted at the Center for European and Oriental Medicine from 2019 to 2021, and 28 patients 

with a verified diagnosis of ulcerative colitis were examined. It was found that the most typical saliva spectra of patients 

with nonspecific ulcerative colitis were characterized by four–modality and predominance of light scattering on particles 

of small diameter 5.0 nm and 12.2 nm with a corresponding contribution to light scattering of 19% and 31% (total – 50%), 

the contribution of nanoparticles of medium diameter 107.8 nm was 23%, large particles larger than 1000 nm - 27%, 

which was statistically significant (p<0.001) when conducting a comparative analysis with the spectra of saliva practically 

healthy individuals and patients with general somatic diseases of the same localization. The indicators of diagnostic sensitivity 

for nonspecific ulcerative colitis were 90%, diagnostic specificity - 94%. Conclusions: the use of laser spectroscopy of 

saliva is justified for the early non-invasive diagnosis of ulcerative colitis, when with a timely diagnosis, therapeutic 

measures will be as effective as possible and aimed at preventing complications and systemic manifestations of the disease. 

 

Ключевые слова: неспецифический язвенный колит, аутоиммунные заболевания, слюна, лазерная спектро-

скопия, монохромный анализ наночастиц.  

Keywords: nonspecific ulcerative colitis, autoimmune diseases, saliva, laser spectroscopy, monochrome analysis 

of nanoparticles.  
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Введение 

Одной из основных проблем современного здра-

воохранения являются хронические воспалительные 

заболевания кишечника (ВЗК), рост частоты которых 

отмечается во всём мире [1]. Среди известных ВЗК 

неспецифический язвенный колит (НЯК) отличается 

разнообразием клинической симптоматики, нали-

чием внекишечных проявлений болезни и развитием 

тяжелых осложнений, что существенно затрудняет 

его выявление и определяет актуальность отдельных 

вопросов дифференциальной диагностики ВЗК и 

НЯК [2]. По литературным данным заболеваемость 

НЯК в России составляет 2 случая на 100 тыс., а рас-

пространенность - 23 на 100 тыс. населения [3]. 

На данный момент этиология НЯК неизвестна, не в 

полной мере изучен патогенез заболевания, в связи 

с чем в последние годы активно проводится поиск 

новых неинвазивных маркеров НЯК, с помощью 

которых можно было бы диагностировать заболе-

вание, определить тяжесть его течения и оценить эф-

фективность проводимого лечения [4]. Большинство 

из применяемых методов диагностики НЯК являются 

инвазивными, дорогостоящими и неприемлемыми 

для широкого использования, поэтому разработка 

скрининг-теста для диагностики НЯК является 

приоритетным направлением современной гастро-

энтерологии [5].  

НЯК определяется как хроническое рецидиви-

рующее аутоиммунное воспалительное заболевание 

слизистой оболочки толстого кишечника, реали-

зующееся в результате воздействия сочетанных 

генетических и окружающих факторов [6]. Под 

аутоиммунным компонентом в патогенезе НЯК по-

нимают патологические процессы, в основе которых 

лежит стойкий и продолжительный иммунный ответ 

на собственные тканевые аутоантигены (АГ), что при-

водит к повреждению клеток [7]. В организме практи-

чески здорового человека присутствуют естественные 

аутоантитела (АТ) класса иммуноглобулинов М, 

которые не являются причиной аутоиммунных за-

болеваний (АЗ), для запуска которых необходимо 

как увеличение количества АТ, так и повышение анти-

генной специфичности [8]. Аутоиммунный механизм 

развития НЯК и других подобных ему заболеваний во 

многом определяются локализацией АГ в организме: 

если он содержится только в определенном органе, 

поражение носит локальный характер, затрагивая 

соответствующий орган; при широкой распространен-

ности АГ в организме развивается так называемый 

«системный» процесс, развитие которого зависит 

от характера иммунного ответа организма: кле-

точная реакция (формирование цитотоксических 

Т-лимфоцитов) или гуморальная (выработка С-3 

фракции комплемента с последующим образованием 

циркулирующих иммунных комплексов) [9]. 

В связи с тем, что удалить из организма АГ не 

представляется возможным аутоиммунные процессы 

протекают длительно. АТ, вырабатываемые при 

аутоиммунных реакциях, могут являться как органо-

специфичными, так направленными против АГ кле-

ток и их внутриклеточных органелл и молекул [10]. 

При развитии АЗ происходит сбой иммунологиче-

ской толерантности в условиях аномально высокой 

антигенной стимуляции и/или нарушение механизмов 

саморегуляции иммунной системы (ИС) вследствие 

произошедших в ней первичных изменений [11]. 

Деструкция клеток и тканей, происходящая при АЗ, 

имеет сходство с адаптивным иммунитетом, и обу-

словлена специфическими иммуноглобулинами и 

субпопуляциями Т-клеток [12]. В случае органных 

поражений важную роль играют гиперчувстви-

тельность второго типа и клеточные реакции, а при 

органонеспецифических процессах - отложение 

циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК), 

обеспечивающих асептические воспалительные ре-

акции [13]. АИЗ могут реализоваться у больного 

при сочетании генетической предрасположенности 

и неблагоприятно воздействующих на организм 

условий окружающей среды [14]. Практически все 

изученные АИЗ ассоциированы с тем или иным гено-

типом системы тканевой совместимости человека 

Human Leukocyte Antigens (HLA) [15]. При органо-

специфических аутоиммунных заболеваниях часто 
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встречаются гаплотипы B8-DR3, DR5, DR4, что под-

тверждает гипотезу об участии нескольких генети-

ческих факторов в развитии АИЗ, а именно: генов, 

определяющих общую предрасположенность к ауто-

иммунной патологии, и имеющих конкретную мишень 

для развития аутоиммунного состояния [16]. Имеется 

большое количество наблюдений, указывающих на то, 

что в пределах одной семьи выявлялись различные 

нозологические виды АИЗ, что может говорить о 

том, что наследственно передаётся лишь предраспо-

ложенность к аутоиммунизации, а не само заболева-

ние [17].  

В связи с повсеместным увеличением инфекци-

онной заболеваемости роль вирусов и бактерий как 

пускового (триггерного) механизма развития АИЗ 

является превалирующей [18]. Инфекционные АГ 

могут провоцировать развитие аутоиммунного со-

стояния двумя путями: во-первых, посредством так 

называемой «молекулярной мимикрии», и, во-вторых, 

через избыточную активацию аутореактивных лим-

фоцитов, которые не подвергаются «клональной 

экспансии» [19]. В ответ Т-хелперы передают анти-

генную информацию В-клеткам, которые синтези-

руют АТ [20]. Третий возможный вариант развития 

АИЗ может быть реализован активацией синтеза 

γ-интерферона при распознавании Т-лимфоцитами 

вирус-инфицированных клеток, который в свою 

очередь индуцирует экспрессию молекул HLA [21]. 

Триггерным механизмом развития АИЗ и НЯК, в 

частности, могут служить связанные с белками крови 

медикаменты, некроз тканей (изменение их антиген-

ной структуры), нарушение целостности гистогема-

тических барьеров, а также состояние «патологически 

усиленного иммунитета», обусловленного снижением 

активности клеток-супрессоров [22]. Вырабатываемые 

АТ по природе своей являются иммуноглобулинами 

классов G, А, M, роль которых изучена недостаточно, 

а частота встречаемости может коррелировать с воз-

растом, наличием инфекционных и онкологических 

заболеваний, воспалительных процессов, при инток-

сикациях и на фоне проведения медикаментозной 

терапии [23]. Хорошие показатели диагностической 

чувствительности и специфичности дают возмож-

ность рассматривать АТ в качестве лабораторных 

маркеров АИЗ: высокие титры АТ указывают на 

специфичность и значительную выраженность 

иммунного ответа [24]. 

Принципы диагностики АИЗ и НЯК в частности 

основаны на комплексном проведении лаборатор-

ных тестов: направленных на выявление специфиче-

ских АТ; позволяющих установить сенсибилизацию 

Т-лимфоцитов к АГ; выявляющих ЦИК и лимфоци-

тарную инфильтрацию пораженных тканей при про-

ведении биопсии; иммунологическое исследование 

(иммунограмма) [25]. При клинико-лабораторной 

диагностике АИЗ необходимо исследовать весь спектр 

антител, характерный для конкретного заболевания, 

а при оценке результатов учитывать, что не всегда 

имеется корреляция между остротой воспалительного 

процесса и титрами АТ [26]. Правильная интерпре-

тация данных исследований может указать на степень 

тяжести аутоиммунного процесса и характер его 

течения [27].  

В идеале лабораторный метод диагностики АИЗ, 

включая НЯК, должен позволять установить не один 

тип АТ как это происходит при применении боль-

шинства традиционных лабораторных тестов, а весь 

спектр АТ, направленных на разные АГ [28]. Таким 

методом может явиться монохромный анализатор 

наночастиц (МАН), который является усовершенство-

ванной модификацией метода лазерно-корреляци-

онной спектроскопии (ЛКС) [29], что обусловливает 

их широкое применение в приборах различных 

фирм для медицинских и биологических исследова-

ний [30]. По сравнению с другими методами медико-

биологических исследований, метод МАН обладает 

рядом существенных преимуществ: широким диапа-

зоном исследуемых фракций, возможностью одновре-

менного анализа частиц разных гидродинамических 

диаметров (структурно-функциональный анализ мо-

лекулярных ингредиентов биологических жидкостей), 

учётом характера межмолекулярных взаимодействий 

отдельных ингредиентов, достаточностью минималь-

ного количества исследуемого биоматериала, простой 

процедурой подготовки образцов к анализу, высокой 

скоростью измерений изучаемого образца и получе-

ния качественной и количественной информации [31]. 

Лазерная спектроскопия, в целом, и МАН, в 

частности, основаны на методологии динамического 

светорассеяния (ДС). Для измерения таких спектров 

применяются методы оптического смешения на 

основе гетеродинирования и исследования самобие-

ний частот рассеянного света [32]. 

Метод гетеродинирования заключается в сме-

шении опорного лазерного излучения и излучения, 

рассеянного на исследуемом образце, на чувствитель-

ном элементе фотоприемника [33]. В этом случае 

фототок пропорционален квадрату суммы поля опор-

ного излучения и поля рассеянного излучения [34]. 

Сущность метода самобиений состоит в том, что свет, 

рассеянный исследуемым участком образца, направ-

ляется на фотоприемник, на котором и возникают 

биения между различными частотными компонен-

тами спектра падающего света [35]. При этом ток 

фотоприемника оказывается промодулированым 

по амплитуде частотами биений флуктуаций концен-

траций частиц под воздействием света, рассеянного 

на исследуемом образце от нуля до ширины спектра 

рассеяния [36]. Релаксация микроскопических 

флуктуаций концентрации частиц к равновесному 

состоянию описывается уравнением диффузии: 

 

),(),( trNDtr
t

N
p

p





         (1.1)

 
 

где pN  – концентрация частиц,   – оператор 

Лапласа и D – коэффициент диффузии, который 

является ключевым параметром для определения 

размеров исследуемых частиц. 
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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)(τ): 

 

)exp()()1(




t
g 

 

     (1.2)

 
 

где τ – время релаксации флуктуаций концентрации 

частиц, которое обратно пропорционально характер-

ной ширине Г спектра мощности света. 

Спектр мощности рассеянного света в случае, 

когда частицы в растворе одного размера, представ-

ляет собой Лоренциан, максимум которого, распо-

ложен на частоте возбуждающего света. Ширина 

Лоренциана на полувысоте равна: 

 
2

2/1)(2 DqfГ     (1.3)
 

 

где D – коэффициент диффузии частиц, q – волновой 

вектор рассеяния света. 

Метод ДС позволяет определять размеры частиц 

в моно- и полидисперсных растворах. При исследо-

вании полидисперсных растворов, каковыми являются 

практически все биологические жидкости, крайне 

важно, 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: 
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где А(Г) – функция распределения интенсивности 

рассеяния частиц по характерным для них диффу-

зионным уширениям. 

Наибольший интерес представляет вариационный 

метод, так как именно он используется в работе для 

обработки результатов [37]. 

Биологические жидкости находятся в тонком 

равновесии, определяемом ионной силой раствора, 

значением рН и рядом других факторов [38]. Это 

обстоятельство исключает возможность изучения 

распределения размеров белков, липопротеинов и 

агломератов объектов в биологических жидкостях 

всеми классическими методами (в том числе методами 

проточной цитометрии), так как эти методы требуют 

препарирования образцов, приводящего к изменению 

условий существования, входящих в них агломе-

ратов [39]. Этого недостатка лишен метод МАН, 

который может применяться к исходному образцу 

нативной биологической жидкости. Метод МАН 

способен также обнаруживать незначительные из-

менения исследуемого объекта при сравнении спек-

тров света, рассеянного образцом до и после изме-

нения условий. Информация об исследуемом объ-

екте методом МАН максимально достоверна т.к. в 

процессе измерений состояние образца не меняется 

под действием внешних факторов (лазерного излу-

чения, температуры, химических 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 [40]. 

Впоследствии эти везикулы поступают во все органы 

и ткани организма. За работы по изучению везикуляр-

ного обмена информацией в организме в 2013 году 

была присуждена Нобелевская премия: «Нобелевская 

премия по физиологии и медицине (2013): везику-

лярный транспорт» [41]. 

Для проведения исследований необходимо по-

лучить раствор слюны. Это требование связано с тем, 

что исследование неразбавленных образцов слюны 

не отвечает важному теоретическому аспекту метода 

МАН, а именно принципу «однократного рассеяния 

света». Выбор концентрации раствора слюны был ос-

нован на влиянии на результат измерений несколь-

ких факторов, а именно: высокая концентрация ча-

стиц малых размеров сказывается на детектируемых 

размерах, связанных с взаимодействием между моле-

кулами белка; малая концентрация крупных частиц 

в объеме рассеяния влияет на низкочастотную область 

спектра мощности и, следовательно, дополнительного 

пика в распределении 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 уровень 

шумов [42]. 

Для устранения возможных погрешностей при 

измерениях был проведен ряд тестирований НБЖ с 

целью определения оптимальной концентрации рас-

твора слюны для исследований. Были получены сле-

дующие результаты: при концентрациях раствора 

от 1 % до 10 % в Фурье-спектрах мощности рассеян-

ного света наблюдаются шумы, по порядку вели-

чины сопоставимые с уровнем полезного сигнала; 

с увеличением концентрации раствора с 1% до 20% 

мощность рассеянного света линейно возрастает; 

при концентрации свыше 20% мощность рассеян-

ного света выходит на постоянный уровень. Такая 

зависимость может быть связана с процессом много-

кратного рассеяния света исследуемым 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 исследуют 

различные биологические жидкости организма: кровь, 

слюну, ликвор, мочу. Все эти жидкости имеют слож-

ный белковый состав. Наибольший интерес имеет 
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исследование слюны в виде ротоглоточных смывов 

по причине неинвазивности забора биоматериала 

у пациента.  

Пациенту предлагают 30 мл физиологического 

раствора, в разовом стакане и просят тщательно (в те-

чение 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, закупори-

вают и центрифугируют в при 2500 об/мин в течение 

5 мин. 0,8 мл надосадочной жидкости осторожно 

(чтобы не задеть осадок) переносят в кювету спек-

троскопа для исследования. Суть предлагаемого 

метода заключается в анализе рассеянного света, 

получаемого путем просвечивания лазером биоло-

гической жидкости человека. Лазерный луч фокуси-

руется на образце. Белки, находящиеся в жидкости, 

рассеивают свет, который фиксируется детектором. 

По характеру изменения интенсивности рассеянного 

света во времени можно определить, какого размера 

наночастицы находятся в жидкости. Размеры детекти-

руемых молекул зависит от наличия в организме 

исследуемого тех или иных заболеваний. Учитывая 

успешность применения метода ЛКС [43], в последние 

годы появилась возможность усовершенствования 

приборной базы и программного обеспечения, 

что легло в основу монохромного анализатора нано-

частиц (МАН). 

Цель настоящей работы – изучить возможно-

сти неинвазивной диагностики неспецифического 

язвенного колита по слюне методом монохромного 

анализа наночастиц. Поставленная цель решается вы-

полнением ряда задач: разработка диагностического 

алгоритма монохромного анализа наночастиц для 

определения выраженности и патофизиологической 

направленности гомеостатических сдвигов у больных 

с верифицированным диагнозом НЯК по образцам 

ротоглоточных смывов (слюны), а также расчёт 

показателей диагностической специфичности и 

чувствительности 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 преобразова-

теля и последующей обработки результатов иссле-

дования; лабораторная посуда для подготовки об-

разцов к исследованию [44]. 

Спектрометр МАН состоит из следующих узлов: 

оптический блок; кювета для исследования биологи-

ческой жидкости; гелий-неоновый лазер (длина 

волны - 633 нм); фотоприёмник; аналого-цифровой 

преобразователь (АЦП); блок питания. 

Оптический блок спектрометра состоит из опти-

ческих элементов, фокусирующих лазерный на 

кювете с исследуемым образцом биологической 

жидкости и собирающих рассеянный свет от кюветы 

с находящейся в ней исследуемой НБЖ на фото-

приемное устройство [45]. Оптический блок спек-

трометра выполняет фиксацию положения лазера, 

фотоприемного устройства и элементов формирую-

щей оптики. Лазерный модуль состоит из гелий-

неонового лазера и блока его питания. Фотоприемное 

устройство (ФПУ) предназначено для регистрации 

рассеянного света от частиц исследуемого образца, 

преобразования его в электрический сигнал и усиле-

ния его для подачи на АЦП. Фотоприёмник обеспе-

чивает высокую чувствительность преобразования 

падающего света лазера в электрический ток. АЦП 

представляет собой 14-разрядный преобразователь 

входного напряжения в диапазоне от 0 до 3 вольт в 

полосе частот от 0 до 10 МГц. Подача оцифрован-

ного сигнала на компьютер осуществляется через 

USB-порт. Блок питания спектрометра предназна-

чен для получения стабильного напряжения, необ-

ходимого для питания электронных устройств при-

бора из напряжения 220 В с частотой 50 Гц. 

Принципиальная оптическая схема спектрометра 

МАН приведена на рис. 1. 

 

 

Рисунок 1. Блок-схема монохроматического 

анализатора наночастиц 

где: 1 – лазер; 2 – кювета; 3, 4 – фотоприемные 

устройства; 5 – поворотный блок; 6, 7 – поляриза-

торы; 8 – электронный блок. 

 

Исходя из того, что объектом исследований яв-

ляются жидкости, в т.ч. биологические, которые со-

держат в своём составе наночастицы белков, длина 

волны излучения устанавливалась исходя из спек-

тров 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 поглощения воды позво-

ляет избежать потери мощности излучения за счет 

поглощения и, соответственно, возбуждения молекул 

воды. В связи с вышесказанным для исследования 

водных растворов слюны оптимальным является 

длина волны лазерного излучения 633 нм. 

Метод МАН, используемый в настоящих иссле-

дованиях, суть которого заключается в модуляции 

лазерного излучения частотой броуновского колеба-

ния исследуемых частиц, подразумевает, что влияние 
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фотонов света лазерного излучения не должно вно-

сить значимых изменений в исследуемую систему. 

Таким образом, к рабочим узлам аппаратуры, одним 

из которых является лазерный модуль, предъявляются 

высокие требования. 

Прибор МАН предназначен для исследования 

органических и неорганических наночастиц в жидко-

стях, в том числе биологических. По своим парамет-

рам МАН не уступает зарубежным ЛК-спектрометрам 

(быстродействие составляет 1-5-10 минут в зависи-

мости от количества накоплений), что может влиять 

на погрешность измерений, объем исследуемой 

жидкости от 0.5 мл до 5 мл, диапазон измеряемых 

размеров частиц от 1 нм до 10 мкм. Таким образом, 

результаты измерений показывают, что МАН позво-

ляет получать достоверные результаты, а также ис-

следовать полидисперсные растворы биологических 

жидкостей, такие как слюна и плазма крови. Приме-

няемый способ позволяет оценить состояние орга-

низма путем прямого измерения распределения по 

размерам наноструктур в слюне человека по резуль-

татам МАН-исследования. 

При исследовании параметров частиц методом 

МАН важно минимизировать влияние факторов на 

исследуемую среду, в том числе и нелинейные эф-

фекты. Это связано с тем, что информация о разме-

рах и процентном соотношении частиц в образце 

слюны связана с мощностью рассеянного ими света. 

Растворы наночастиц в слюне обычно малоконцен-

трированы и могут проявлять нелинейные свойства 

при взаимодействии с низкоинтенсивным лазерным 

излучением. В зависимости от свойств слюны и со-

держащихся в ней наночастиц, различных по форме 

и размерам нелинейность интенсивности выходного 

излучения в зависимости от входной интенсивности 

носит различный характер. Для автоматизации обра-

ботки выходных данных спектрометра МАН был 

использован аналого-цифровой преобразователь 

АЦП Е20-10, поставляемый фирмой LCard в комп-

лекте с АЦП. Это позволило записывать сигнал с 

МАН в цифровом формате на жёсткий диск персо-

нального компьютера. Для визуализации результа-

тов исследования образцов применялась программа-

классификатор, которая позволяла в автоматиче-

ском режиме анализировать спектры, выдавая ин-

формацию о гидродинамических размерах наноча-

стиц и их вкладе в светорассеяние. Алгоритм работы 

программы-классификатора основан на т.н. методе 

«теория групп», когда индивидуальные спектры 

дифференцируются между собой в 32-мерном про-

странстве [46]. Для каждой из двух сравниваемых 

групп проводились границы зон, которые соответ-

ствовали дисперсиям распределений "две сигмы". 

Масштабы по осям отображались в логарифмиче-

ском масштабе. Результаты измерения образцов 

слюны методом МАН представляются в виде гисто-

грамм, описывающих вид функции распределения 

частиц слюны по размерам (диаметру) и вкладу в 

светорассеяние, при этом высота пиков пропорцио-

нальна относительному вкладу частиц данного диа-

метра в суммарный спектр лазерного излучения в за-

данном частотном диапазоне. Весь диапазон спектра 

от 1 до 10000 нм условно разделялся на пять фрак-

ций (поддиапазонов) соответственно размерам де-

тектируемых наночастиц: 1 – 10 нм; 11 – 30 нм; 31 – 

70 нм; 71 – 150 нм; > 151нм. Статанализ данных про-

водился с вычислением показателя «среднее ариф-

метическое» и его стандартной ошибки, а в случае 

попарного сравнения результатов исследования, по-

лученных от двух и более групп, – метод «попарного 

множественного сравнения» [47]. 

Для оценки достоверности показаний МАН 

проводились измерения опытных образцов, кото-

рые состояли из сферических наночастиц латекса 

диаметром 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. 

Таблица 1. 

Результаты замеров сферических наночастиц латекса диаметром 100 нм 

№ измерения 
Первая серия измерений Вторая серия измерений 

Средние размеры наночастиц латекса, нм 

1 102 101 

2 98 100 

3 96 98 

 

Важным фактором в измерениях, проводимых 

методом МАН, является время экспозиции. Измерения 

проводились несколько раз подряд (время одного 

измерения составляет 10 минут), пробирка с раство-

ром не извлекалась из кюветы и воздействие на обра-

зец 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 
натрия хлорида. Хранение образцов осуществлялось 

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

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

проводилось в «Центре европейской и восточной 

медицины» с 2019 по 2021 год, и были обследованы 

28 пациентов с верифицированным диагнозом НЯК. 

Большинство обследованных (более 80%) пациентов 

были в возрасте от 31 до 48 лет. Более половины из 

них составили женщины. Заключение о состоянии 

здоровья давалось на основании результатов комп-

лексного медицинского обследования больных в 

медицинских учреждениях по месту жительства. 

Обследование пациентов с НЯК проводили в соответ-

ствии со стандартом ведения стационарного больного, 

начиная с жалоб и сбора анамнеза (присутствие 

болевого синдрома, объёма и кратности стула, нали-

чие примесей крови и слизи в кале, снижение массы 

тела, признаки поливитаминной недостаточности: 

ломкость ногтей, сухость кожи, выпадение волос, 

сглаженные сосочки языка, снижение зрения). Всем 

больным выполняли традиционные лабораторные 

исследования (общий и биохимический анализ 

крови), методом иммуноферментного анализа про-

водилось определение концентрации иммуноглобу-

линов, молекул межклеточной адгезии (sICAM-1, 

sICAM-2, sICAM-3, интерлейкина-6 и TFR-β в сыво-

ротке крови). Состояние кишечника оценивалось по 

критериям копрограммы, активности микробиоты 

(на основании анализа короткоцепочечных жирных 

кислот (КЦЖК), а также анализа кала на скрытую 

кровь, активности воспалительного процесса (по дан-

ным анализа кала на кальпротектин, результатам 

эндоскопического исследования с биопсией) и по 

инструментальным методам обследования (УЗИ орга-

нов брюшной полости, эзофагогастродуоденоскопия, 

колоноскопия с биопсией, рентгенологическое иссле-

дование тонкой кишки и компьютерная томография 

(по показаниям с целью дифференциальной диагно-

стики). По превалирующей симптоматике основного 

патологического процесса исследуемые были разде-

лены на три группы: основную (больные с верифи-

цированными случаями НЯК) – 28 случаев, группу 

сравнения (больные с общесоматическими заболе-

ваниями толстого кишечника воспалительного этио-

патогенеза) – 32 наблюдения, и контрольную группу 

(практически здоровые пациенты) – 30 случаев. 

Всем пациентам проводилась лазерная спектроскопия 

слюны. 

1 группа была представлена больными, у которых 

был верифицирован диагноз НЯК. Были выявлены 

следующие формы НЯК по локализации: неспеци-

фический язвенный проктит и проктосигмоидит – 

8 случаев; неспецифический язвенный левосторонний 

колит – 5 случаев; неспецифический язвенный тоталь-

ный колит – 6 случаев; неспецифический язвенный 

регионарный колит – 9 случаев. 

По течению выделялись: острый неспецифиче-

ский язвенный колит – 5 наблюдений; хронический 

неспецифический язвенный колит – 15 наблюдений; 

рецидивирующий неспецифический язвенный колит – 

8 наблюдений. 

По тяжести заболевания больные распределя-

лись следующим образом: с лёгкой формой заболе-

вания – 17 пациентов; со средней степенью тяжести – 

7 пациентов; с тяжелой формой течения болезни – 

4 пациента.  

Вторая группа больных состояла из пациентов 

с общесоматическими заболеваниями и объективно 

установленным и морфологически подтвержденным 

диагнозом, среди которых наиболее часто встреча-

лись хронические колиты (катаральные, атрофиче-

ские и смешанные). 

Третья группа была представлена практически 

здоровыми людьми, при углублённом обследовании 

которых не было выявлено патологии. 

Осмотр пациентов "узкими" специалистами 

(гастроэнтеролог, онколог, иммунолог, хирург 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 использованием 

программного обеспечения Statistica 10.0, а также 

корреляционно-регрессионным анализом. Изучалась 

зависимость между относительным вкладом в свето-

рассеивание монохроматического лазерного излуче-

ния на наночастицах слюны и их диаметров. 

Требования к забору слюны сводились к следу-

ющему: 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. физио-

логического раствора хлорида натрия (в таком виде 

РГС может храниться до исследования неограничен-

ное время при температуре -20-30 градусов Цельсия 

в морозильной камере холодильника). Затем образец 

РГС помещался в центрифужную пробирку и прово-

дилось центрифугирование при 2500 об/мин, после 

которого надосадочная жидкость помещалась в кю-

вету лазерного спектроскопа для проведения самого 

исследования. 

Проведенный на предварительном этапе работы 

анализ зависимости спектров слюны от возраста, 

пола, сезона и этнической принадлежности показал, 

что влияние вышеперечисленных факторов на спек-

троскопические 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. 
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Рисунок 2. Наиболее типичный спектр РГС практически здоровых людей 

 

Основными особенностями, характеризующими 

РГС-спектры практически здоровых людей, явля-

лись мономодальность распределения частиц 

слюны по размеру: максимальный вклад (100%) в 

светорассеяние на наночастицах среднего гидроди-

намического диаметра 178 нм и отсутствие наноча-

стиц в спектральных поддиапазонах 0-178 нм и 179-

5000 нм, что позволяет использовать данные усред-

нённые значения в качестве референтных показате-

лей при дальнейших расчетах. 

Второй этап исследований проводился с целью 

определения сдвигов в субфракциях наночастиц 

пациентов с наиболее распространёнными обще-

соматическими воспалительными заболеваниями 

толстого кишечника. На Рис. 3 представлен наиболее 

типичный спектр РГС пациентов с хроническим 

катаральным колитом.  

 

 

Рисунок 3. Наиболее типичный спектр РГС пациентов с хроническим колитом 
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РГС-спектры лиц с общесоматическими забо-

леваниями характеризовались четырьмя пиками 

(модами) распределения частиц слюны по размеру, 

с наибольшим вкладом (61%) в светорассеяние 

на наночастицах среднего спектрального диапазона 

с размерами от 83 нм до 120 нм, при 33%-ном вкладе 

в светорассеяние на мелких частицах в диапазоне 

от 1 нм до 25 нм, а также наночастиц крупного диа-

пазона спектра свыше 1000 нм при 6%-ном вкладе 

в рассеяние света. 

На Рис. 4 показан наиболее типичный спектр 

слюны больных с НЯК. 

 

 

Рисунок 4. Наиболее типичный спектр РГС больных с НЯК 

 

Наиболее типичная гистограмма распределения 

наночастиц по размеру и вкладу в светорассеяние у 

больных с НЯК характеризовалась четырёхмодаль-

ностью и преимущественностью рассеяния света на 

частицах малого диаметра (ЧМД) 5,0 нм и 12,2 нм 

при соответственном вкладе в светорассеяние 19% и 

31% (суммарно – 50%), вклад наночастиц среднего 

диаметра 107,8 нм составлял 23%, крупных частиц 

размером более 1000 нм – 27%. 

Из графической информации, представленной 

на рисунках 2-4, следует, что в отличие от спектров 

РГС практически здоровых людей спектральные 

характеристики РГС пациентов с НЯК и ВЗК харак-

теризуются повышенным вкладом в рассеяние света 

на ЧМД. В дополнение к этому спектры слюны 

больных с НЯК статистически достоверно (р<0,001) 

дифференцируются от таковых у больных хрониче-

скими колитами наличием агломератов крупных 

частиц и значительно более высоким светорассея-

нием на мелких наночастицах.  

Таблица 2. 

Степени дифференцированности спектров РГС пациентов с ВЗК и НЯК, % 

Нозология Практическое здоровье Хронический колит 
Неспецифический  

язвенный колит 

Практическое здоровье - 85 90 

Хронический колит 85 - 78 

Неспецифический  

язвенный колит 
90 78 - 

 

Как показано в Таб. 2, спектры РГС больных 

с ВЗК и НЯК статистически достоверно (р<0,001) 

дифференцируются между собой и от РГС-спектров 

практически здоровых людей. 

Ранее проведённая оценка диагностической 

информативности метода МАН использовалась для 

расчета у здоровых лиц - для установления показа-

теля диагностической специфичности, у больных - 

для установления показателя диагностической чув-

ствительности; во всех группах обследуемых - для 

расчета показателя диагностической эффективности 

теста. 
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Диагностическая чувствительность (1) представ-

ляла собой процентное выражение частоты истинно 

положительных результатов исследования субфрак-

ционного состава слюны у больных с НЯК: 

 

Диагностическая чувствительность =  

(ИП/(ИП+ЛО))х100%                      (1) 

 

где ИП - истинно положительные результаты, ЛО - 

ложноотрицательные результаты. 

Диагностическая специфичность (2) теста оцени-

валась как процентное выражение частоты истинно 

отрицательных результатов у здоровых лиц: 

 

Диагностическая специфичность =  

(ИО/(ИО+ЛП))х100%                     (2) 

 

где ЛП - ложноположительные результаты, ИО - 

истинно отрицательные результаты. 

Диагностическая эффективность (3) метода опре-

делялась процентным отношением истинных, т.е. 

соответствующих состоянию обследуемых пациентов 

результатов теста к общему числу полученных ре-

зультатов: 

 

Диагностическая эффективность =  

((ИО+ИП)/(ИП+ИО+ЛП+ЛО))х100%           (3) 

 

Показатель предсказательной ценности положи-

тельного результата (4) рассчитывался по формуле: 

 

Предсказательная ценность положительного  

результата = (ИП/(ИП+ЛП))х100%           (4) 

 

и применялся для оценки вероятности наличия забо-

левания у обследуемого с положительным результа-

том теста. 

Показатель предсказательной ценности отрица-

тельного результата (5) рассчитывался по формуле: 

 

Предсказательная ценность отрицательного  

результата = (ИО/(ИО+ЛО))х100%           (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 94%, диагностическая чув-

ствительность метода в отношении НЯК составила 

90%, показатель диагностической эффективности 

составлял 85%, предсказательная ценность положи-

тельного результата - 92%, предсказательная цен-

ность отрицательного результата - 78%. 

В наше исследование было включено лишь 

28 пациентов с НЯК 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 перспектив-

ность дальнейшей работы в этом направлении по 

оптимизации метода МАН для задач по диагностике 

НЯК и ВЗК. В частности, планируется работа по 

уточнению биохимической природы мелких частиц 

(предположительно экзосом) и разработке диагно-

стического алгоритма, основанного на новейших 

разработках в области искусственного интеллекта. 

Решение этих вопросов позволит внести усовершен-

ствования в разработанный метод скрининга и ранней 

диагностики НЯК, способный успешно конкурировать 

с другими диагностическими тест-системами. 

Общеизвестно, что на доклинической стадии и при 

латентном течении болезни пациенты с ВЗК и НЯК 

могут не предъявлять патогномоничных жалоб, и 

лишь при манифестации патологического процесса 

у больных может возникать характерная клиническая 

симптоматика, заставляющая его обратиться к врачу. 

Но, как свидетельствуют статистические данные, 

такое обращение является запоздалым в связи с уже 

имеющимися осложнениями и системными прояв-

лениями заболевания, что не даёт возможности ни 

пациенту, ни врачу надеяться на радикальность 

лечения. Именно поэтому актуальным является при-

менение МАН для ранней неинвазивной диагностики 

НЯК, когда в связи со своевременно выставленным 

диагнозом лечебные мероприятия будут являться 

максимально эффективными. 

Обсуждение 

Таким образом, слюна, как и кровь, содержит 

множество наночастиц, включая молекулы белка и 

нуклеиновых кислот, что отражает патофизиологи-

ческий статус пациента (его гомеостаз) на момент 

исследования; однако, в отличие от других биологи-

ческих жидкостей, диагностика ВЗК и НЯК по 

слюне предлагает простой, недорогой, безопасный 

и неинвазивный подход для выявления местных и 

органных патологических процессов, и обладает 

высоким потенциалом как один из элементов развития 

современных высокоточных методов лабораторной 

диагностики. МАН позволяет выявить и оценить 

изменения в системе гомеостаза неинвазивным спо-

собом – по слюне, обеспечивая при этом высокую 

точность и экспрессность исследований. Исследова-

ния выполняются с минимальным объемом РГС, 

подготовка которого обеспечивает сохранение уни-

кальной нативной структуры ее частиц, с быстрой 

регистрацией математически обработанных резуль-

татов.  

Как было показано, в ходе проведения много-

этапных спектрометрических исследований РГС у 

больных НЯК в образцах слюны обнаруживались 

мелкие наночастицы с относительно высоким вкла-

дом в светорассеяние и крупные агломераты частиц 

свыше 1000 нм, что наиболее вероятно связано с 

имеющими место в организме больного процессами 

иммунореактивности, т.е. фиксируемой способностью 

иммунной системы отвечать на действие антигена 

специфическими по отношению к нему клеточными 
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и гуморальными реакциями - выработкой антител и 

образованием наночастиц, образующихся в орга-

низме при сопутствующих основному диагнозу син-

дромальных сдвигах в системе гомеостаза. В более 

чем в 90% случаев исследований программой-

классификатором МАН у больных с НЯК реги-

стрировались патофизиологические нарушения, а 

именно: интоксикационного, катаболического, вос-

палительного, аутоиммунного и дегенеративно-

дистрофического характера, что, наиболее вероятно, 

было обусловлено 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 неспецифи-

ческого язвенного колита. Как было показано, метод 

МАН позволяет статистически достоверно диффе-

ренцировать ВЗК и НЯК. 

Учитывая большое количество людей, генети-

чески предрасположенных к НЯК, во всём мире 

возрастает обеспокоенность его настоящими и долго-

срочными последствиями, что послужило поводом к 

изучению актуальной проблемы современного чело-

вечества – борьбе с возрастающей заболеваемостью 

НЯК и разработке более совершенных и объективных 

методов его доклинической диагностики. В пред-

ставленной работе представлена информация об 

аппаратно-диагностическом комплексе МАН, разра-

ботанном для проведения количественного анализа 

молекулярного состава биологических жидкостей, 

в частности, по ротоглоточным смывам.  

Отличительными особенностями разработанной 

схемы являются: оригинальная система регистрации 

данных на фотоприёмнике с использованием детекции 

рассеянного света через систему призменных поля-

ризаторов и фотоэлектронного умножителя, а также 

аналого-цифровой платы для оцифровки данных. 

Обработка данных, а именно вычисление автокорре-

ляционной функции и дальнейший её анализ, произ-

водится на компьютере, что позволяет сделать схему 

МАН мобильной и доступной. Разработанная про-

грамма обработки данных (классификатор), вместе 

с подобранными параметрами схемы регистрации 

сигналов рассеяния позволяет добиться точности 

определения размеров наночастиц в полидисперсных 

растворах до 0.1-0,5 нм. Модельные эксперименты, 

проведенные на латексных наносферах, подтвердили 

точность разработанного прибора. По сравнению с 

прочими методами медицинских и биологических 

исследований, аппаратно-диагностический комплекс 

МАН обладает рядом неоспоримых преимуществ, 

а именно: имеет широкий диапазон исследуемых 

фракций, позволяет проводить одновременный ана-

лиз субфракций размером от мономерных наночастиц 

до высокополимерных иммунных комплексов, тре-

бует минимальное количество исследуемого мате-

риала, забор которого прост и неинвазивен, а также 

не требует сложных процедур подготовки образцов 

к исследованию, обладает высокой скоростью изме-

рений, достаточными показателями чувствительности 

и специфичности для проведения широкомасштаб-

ного скрининга населения для выявления НЯК.  

В работе был описан алгоритм исследования 

нативной биологической жидкости (слюна), пред-

ставлены принципиальная схема и принцип работы 

монохромного анализатора наночастиц, разработаны 

правила забора биоматериала и подготовки образцов 

слюны к исследованию, дано подробное описание 

процессу формирования групп пациентов и этапов 

исследования. Установлено, что спектр практически 

здоровых людей имеет бимодальное распределение 

наночастиц по размеру с преимущественным (более 

75%) вкладом в светорассеяние на частицах среднего 

поддиапазона спектра. Спектральные характеристики 

больных с НЯК статистически достоверно (р<0,001) 

дифференцируются от спектров слюны практически 

здоровых лиц и пациентов с ВЗК общесоматической 

природы высокими показателями вклада в светорас-

сеяние на частицах малого и сверхкрупного гидро-

динамического диаметра.  

Неоспоримыми преимуществами МАН для целей 

неинвазивной диагностики НЯК являются:  

 объективность получаемых результатов тести-

рования;  

 возможность достоверного определения НЯК 

и ВЗК;  

 неинвазивность забора биоматериала, что 

практически исключает вероятность заражения мед-

персонала заболеваниями, передающимися через 

кровь;  

 быстрое получение результатов тестирования; 

 низкая стоимость. 

Внедрение МАН-диагностики в практическое 

здравоохранение позволит врачам проводить диф-

ференциальную диагностику заболеваний толстого 

кишечника у пациентов с подозрением на неспеци-

фический язвенный колит и оперативно опреде-

ляться с методами лечения для предупреждения его 

осложнений, 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 диспансе-

ризации населения. 
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