
86

ОРИГИНАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ

УДК 616.1-089:611.14.018.74:577.152.312
https://doi.org/10.20538/1682-0363-2020-4-86-93

Роль восстановленных тиолов в адаптации венозного эндотелия  
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РЕЗЮМЕ

Цель. Оценить изменения тиолового статуса, выявить корреляционные связи между содержанием SH-групп 
и уровнем метаболитов оксида азота (NO), васкулоэндотелиальным фактором роста А (VEGF-А) плазмы 
крови пациентов с критической ишемией нижних конечностей (КИНК) после аутовенозных реконструкций 
артерий бедренно-подколенного сегмента в условиях артериального русла.

Материалы и методы. Обследованы 54 пациента с КИНК, которые разделены на три группы: 
шунтирование с использованием синтетического протеза, аутовенозное шунтирование по методу 
реверсированной вены и аутовенозное шунтирование по методу in situ. Забор периферической венозной 
крови производили на 1-е, 10-е сут, через 1, 3 и 6 мес после операции. Уровень метаболитов оксида 
азота оценивали фотоколориметрическим методом по реакции с реактивом Грисса на микропланшетном 
анализаторе (Awareness Technology, США). Определение концентрации VEGF-A осуществлялось путем 
иммуноферментного анализа (Personal Lab., Италия) с использованием Human VEGF-A Platinum ELISA. 
Содержания тиоловых (SH-) групп определяли с помощью реактива Эллмана (SERVA, Германия) на спек-
трофотометре СФ-2000 (г. Санкт-Петербург, Россия). 

Результаты. Концентрация VEGF-А и уровень SH-групп возрастают на 10-е сут, через 1 мес в группе 
пациентов, оперированных с использованием синтетического протеза. Уровень метаболитов NO, 
концентрация VEGF-А, содержание SH-групп статистически значимо возрастают, а затем снижаются 
до исходных значений в группе пациентов, оперированных по методу реверсированной вены. В группе 
пациентов, оперированных по методу in situ, уровень метаболитов оксида азота повышается, концентрация 
VEGF-А увеличивается на 10-е сут, уровень SH-групп возрастает и выявлена положительная корреляционная 
связь между содержанием SH-групп и концентрацией VEGF-А.

Заключение. Метаболиты NO способствуют нарастанию SH-групп и VEGF-A у пациентов, оперированных 
по методу реверсированной вены, а у пациентов в группе in situ не влияют на концентрацию VEGF-A 
и уровень SH-групп, что может иметь клиническое значение при назначении доноров NO. Выявленные 
закономерности изменения уровня восстановленных тиолов, метаболитов оксида азота, VEGF-A в 
совокупности с анализом ранних и поздних послеоперационных осложнений позволяют сделать вывод 
о преимуществе аутовенозной реконструкции бедренно-подколенного сегмента за счет функциональной 
адаптации венозного эндотелия по сравнению с группой пациентов, оперированных с использованием 
синтетического протеза. Метод in situ по биохимическим и ангиологическим показателям оказался более 
благоприятным с точки зрения клинического течения, чем метод реверсированной вены. 

Ключевые слова: метаболиты оксида азота, васкулоэндотелиальный фактор роста, белковые и небелко-
вые тиоловые группы, аутовенозная реконструкция артерий нижних конечностей, реперфузионное по-
вреждение эндотелия.
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The role of recovered thiols in venous endothel adaptation in case  
of autovenous reconstruction of lower limb arteries
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ABSTRACT

Purpose. To evaluate the role of thiol status and its correlative relationship with the level of nitric oxide metabolites 
and vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) in the blood plasma of patients with critical lower limb 
ischemia (CLI) after autovenous reconstructions of femoropopliteal segment’s arteries in the setting of venous 
endothelium of the arterial bed.

Materials and methods. 54 patients with critical lower limb ischemia had been examined and divided into 
groups: synthetic prosthesis, in situ autovenous bypass procedure and reversed vein autovenous bypass procedure. 
Peripheral venous blood was taken on the 1st and 10th days, and in 1, 3 and 6 months after the operation. Nitric oxide 
metabolites level was examined with photocolorimetric method by reaction with Griess reagent on a microplate 
analyzer (Awareness Technology, USA). VEGF-A number estimation was done by ELISA test (PersonalLab, 
Italy) with the use of Human VEGF-A Platinum ELISA. The level of thiol (SH-) groups was estimated with the use 
of Ellman’s reagent (SERVA, Germany) on spectrophotometer (Saint-Petersburg, Russian Federation).

Results. The concentration of VEGF-A and the level of SH-groups increase on the 10th day and after 1 month in 
the group of patients operated on using a synthetic prosthesis. The level of NO metabolites, the concentration of 
VEGF-A, and the content of SH-groups increase statistically significantly and then decrease to the initial values   in 
the group of patients operated on by reversed vein autovenous bypass procedure. In the group of patients operated 
on by the in situ method, the level of nitric oxide metabolites increases, the concentration of VEGF-A increases on 
the 10th day, the level of SH-groups increases, and a positive correlation was found between the content of SH-
groups and the concentration of VEGF-A.

Conclusion. NO metabolites contribute to the build-up of SH groups and VEGF-A in patients operated by the 
“reversed vein” method, and in patients in the in situ group, the concentration of VEGF-A and the level of SH 
groups are not affected, which may be of clinical importance when prescribing NO donors.

The revealed patterns of change in the level of recovered thiols, nitrogen oxide metabolites, VEGF-A in combination 
with analysis of early and late postoperative complications make it possible to conclude the advantage of autovenous 
reconstruction of the femoropopliteal segment due to functional adaptation of the venous endothelium compared 
to the group of patients, operated on by the method of “synthetic prosthesis”. Method in situ on biochemical and 
angiological indicators proved to be more favorable in terms of the clinical course, than the “reversed vein” method.

Key words: nitric oxide metabolites, vascular endothelial growth factor, protein and nonprotein thiol groups, 
autovenous reconstruction of lower limbs arteries, reperfusion endothelial injury.
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ВВЕДЕНИЕ

Использование аутовенозного кондуита из боль-
шой подкожной вены (БПВ) остается приемлемым 
методом открытой реконструктивной сосудистой 
хирургии. В настоящее время аутовенозное шунти-
рование выполняется по методу реверсированной 
вены и методу in situ. Дискуссия о преимуществах 
и недостатках обеих методик не прекращается более 
полувека: по пути адаптации или дезадаптации пой-
дет трансформация аутовены? 

В литературе описано предложение о возможно-
сти рассматривать концентрацию SH-групп как по-
казатель адаптивных возможностей организма [1]. С 
1960-х гг. выполнено большое количество клиниче-
ских исследований, в которых получено снижение 
концентрации SH-групп в сыворотке крови боль-
ных при разных заболеваниях: сердечно-сосудистые 
расстройства [2], сахарный диабет [3], хроническая 
почечная недостаточность [4], алкогольный цирроз 
[5] и другие патологии [6]. Динамика изменений SH-
групп на фоне аутовенозных реконструкций артерий 
нижних конечностей в условиях реперфузионного 
повреждения эндотелия может оказаться маркерным 
для прогнозирования адаптационной трансформа-
ции артериализованной вены.

Известно, что наиболее важным и ранним марке-
ром повреждения интимы выступает эндотелиальная 
дисфункция, связанная, прежде всего, с угнетением 
продукции оксида азота (NO) – важнейшего регуля-
тора тонуса сосудов [7, 8]. Оксид азота, вследствие 
своих функций, является универсальным ангиопро-
тективным веществом, от которого зависят структур-
ные изменения сосудистой стенки [9, 10]. Доказано, 
что NO способствует замедлению образования нео-
интимы в зоне хирургических анастомозов артерии 
с синтетическим протезом у пациентов после опера-
ций [11], поэтому было выдвинуто предположение, 
что лечение препаратами, стимулирующими выра-
ботку NO, может оказывать ингибирующее действие 
на развитие рестеноза после операций [12], выступая 
одним из механизмов долгосрочной компенсации 
кровообращения. Поскольку NO является «корот-
коживущей» молекулой, многие его защитные свой-
ства связаны не только с прямым действием, но и с 
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активируемыми им эндогенными протекторными 
системами, в частности с активацией васкулоэндоте-
лиального фактора роста (VEGF) [13].

В связи с этим актуальным представляется изуче-
ние тиолового статуса и выявление корреляционных 
связей между содержанием SH-групп и уровнем ме-
таболитов оксида азота, VEGF-А плазмы крови в со-
четании с анализом ранних и поздних осложнений у 
пациентов с критической ишемией нижней конечно-
сти (КИНК) после аутовенозных реконструкций ар-
терий бедренно-подколенного сегмента для оценки 
степени адаптации венозного эндотелия в условиях 
артериального русла.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включены 54 больных с КИНК (III–

IV стадия по классификации Покровского – Фонтей-
на), из них мужчин – 48 (88,9%), женщин – 6 (11,1%).  
Средний возраст составил (64,6 ± 6,6) лет. Все паци-
енты дали информированное согласие на участие в 
исследовании и использовании их биопроб. Пациенты 
разделены на три группы в зависимости от типа транс-
плантата, используемого для реваскуляризации арте-
рий бедренно-подколенного сегмента: группа А – син-
тетический протез, группа В – реверсированная вена и 
группа С – аутовенозное шунтирование по методу in 
situ. В качестве синтетического трансплантата во всех 
наблюдениях использовались конические протезы из 
политетрафторэтилена 4/8 мм. У больных с аутовеноз-
ной реваскуляризацией во всех наблюдениях исполь-
зовалась ипсилатеральная большая подкожная вена. 
Клинические группы были сопоставимы по полу, воз-
расту, стадии заболевания, сопутствующей патологии, 
исходному минимальному диаметру БПВ, баллу отто-
ка по Рутерфорду (табл. 1). 

После оперативного лечения на 1-е, 10-е сут, че-
рез 1, 3 и 6 мес производился забор периферической 
венозной крови для определения исследуемых био-
химических показателей. 

Уровень метаболитов оксида азота (суммарную 
концентрацию нитратов и нитритов) определяли фо-
токолориметрическим методом по развитию окраски 
в реакции диазотирования нитратом сульфанилами-
да, входящего в состав реактива Грисса (НеваРеак-
тив, Россия). 
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Нитриты диазотируют сульфаниламид, и образу-
ющееся вещество вступает в реакцию азосочетания 
с нафтилэтилендиамином с образованием соедине-
ния розового цвета, интенсивность окраски которого 
пропорциональна суммарной концентрации нитри-
тов и нитратов в образце [14]. Интенсивность окра-
ски оценивали в видимой области спектра с реги-
страцией на микропланшетном анализаторе StatFax 
3200 (AwarenessTechnology, США) при длине волны 
540 нм и выражали в нмоль/мг белка. 

Определение активной формы человеческого ва-
скулоэндотелиального фактора роста А (VEGF-A) 
осуществлялся путем иммуноферментного анализа 
на приборах Personal Lab (Италия) с использовани-
ем Human VEGF-A Platinum ELISA человеческий 
VEGF-A (BMS277/2) (БиоХимМак, г. Москва, Рос-
сия). Интенсивность окраски, измеренная на длине 
волны 450 нм, прямо пропорциональна концентра-
ции VEGF-A, присутствующего в образцах. Концен-
трация VEGF-A в образцах определяли с использо-
ванием стандартной кривой и выражали в пг/мл.

Уровень внутриклеточных и внеклеточных вос-
становителей оценивали по изменению содержания 
тиольных (SH-) групп, которые определяли с помо-
щью реактива Эллмана на спектрофотометре СФ-
2000 (г. Санкт-Петербург, Россия) [15]. При реакции 
сульфгидрильных (тиоловых) групп с реактивом 
Эллмана (5,5’-дитиобис-2-нитробензойная кислота, 
SERVA, Германия) происходит разрыв дисульфид-
ной связи в реактиве и образование 2-нитро-5-тио- 
бензойной кислоты, которая при щелочных рH в воде 
переходит в хиноидную форму и имеет ярко-желтую 

окраску. Образующийся тионитрофильный анион 
количественно определятся на спектрофотометре 
при 412 нм. Для расчета уровня восстановленных 
тиолов в плазме крови (в мкмоль/мл) коэффициент 
молярной экстинции реактива Эллмана принимали 
за 14150 М–1 см–1.

Статистический анализ результатов эксперимен-
тального исследования проводился с использовани-
ем программы Statistica 10.0. Проверку нормально-
сти распределения данных осуществляли с помощью 
критерия Шапиро – Уилка (W-критерий). Результаты 
представлены в формате Ме [Q1; Q3], где Ме – медиа-
на, Q1 – первый квартиль (25%), Q3 – третий квартиль 
(75%), средней арифметической и ее ошибки M ± m. 
Для анализа статистической значимости различий 
независимых выборок использовали ранговый крите-
рий Манна – Уитни (U-тест). Для проверки равенства 
медиан нескольких выборок применяли критерий 
Краскела – Уоллиса. Для оценки ранговой корреля-
ции использовали коэффициент Спирмена (R). Кри-
тический уровень статистической значимости разли-
чий нулевой гипотезы (р) принимали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Уровень метаболитов оксида азота статистически 

значимо не изменяется в группе А и возрастает в по-
слеоперационном периоде в группах В и С. 

В группах В и С уровень метаболитов NO ста-
тистически значимо возрастает на 1-е и 10-е сут, в 
период с 1-го по 6-й мес уровень оксида азота стаби-
лен, но статистически значимо выше, чем до опера-
ции (рис. 1).

Т а б л и ц а  1
Клиническая характеристика исследуемых групп

Показатель Группа А Группа В Группа С
Количество пациентов, n 18 18 18
Возраст, г, M ± m 64,15 ± 6,5 64,9 ± 6,5 65,6 ± 6,9
Мужчины, n (%) 16 (88,9%) 16 (88,9%) 16 (88,9%)
Женщины, n (%) 2 (11,1%) 2 (11,1%) 2 (11,1%)

Стадия заболевания по классификации Покровского – Фонтейна
III стадия, n (%) 11 (61,1%) 10 (55,6) 11 (61,1%)
IV стадия, n (%) 7 (38,9%) 8 (44,4) 7 (38,9%)

Сопутствующие заболевания
Ишемическая болезнь сердца, n (%) 12 (66,7%) 11 (61,1%) 14 (77,8%)
Гипертоническая болезнь, n (%) 15 (83,3%) 16 (88,9%) 18 (100%)
Цереброваскулярные болезни, n (%) 4 (22,2%) 3 (16,7%) 5 (27,8%)

Исходная анатомо-морфологическая характеристика
Диаметр БПВ по данным УЗДС, мм, 
M ± m – 3,5 ± 0,6 3,7 ± 0,7

Состояние путей оттока по Рутерфорду, балл, M ± m 6,1 ± 1,1 6,7 ± 1,4 6,5 ± 1,6
Вид реконструкции артерий инфраингвинального сегмента

Метод Синтетический протез Реверсированная вена In situ
Выше щели коленного сустава 13 (72,2%) 10 (55,6%) 13 (72,2%)
Ниже щели коленного сустава 5 (27,8%) 8 (44,4%) 5 (27,8%)
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Любое оперативное вмешательство на артериях 
приводит к нарушению/повреждению целостности 
эндотелия, что вызывает воспаление с адгезией и 
агрегацией тромбоцитов, пролиферацией и миграци-
ей гладкомышечных клеток в интиму. Повреждение 
эндотелия индуцирует продукцию синтазы оксида 
азота – 2 (NOS-2) в гладкомышечных клетках и эндо-
телии [16, 17], что может объяснять полученные ре-
зультаты в группах В и С. Венозный кондуит из БКВ 
имеет функциональную эндотелиальную выстилку 
и реагирует как на местные, так и системные моле-
кулярные и гемодинамические стимулы, регулируя 
сосудистый тонус и гомеостаз, что нельзя сказать о 
синтетическом протезе вследствие отсутствия в нем 
эндотелия, именно поэтому в группе А уровень мета-
болитов оксида азота не изменяется (см. рис. 1).

Наряду с изменением уровня метаболитов окси-
да азота сосудистый эндотелиальный фактор роста 
VEGF является одним из наиболее хорошо изучен-
ных показателей ангиогенеза, указывающим на 

тяжесть поражения [18]. Доказано, что VEGF обе-
спечивает нормальный рост и развитие организма, 
заживление ран. Однако высокие уровни VEGF были 
выявлены при развитии раковых опухолей и ревма-
тоидном артрите [19].

Концентрация активной формы человеческого 
VEGF-А в экспериментальной группе А статистиче-
ски значимо возрастает с 1-х сут до 6 мес, достигая 
максимума на 10-е сут. В экспериментальной группе 
В количество VEGF-A статистически значимо воз-
растает через 1 мес относительно значений до опе-
рации. В группе С статистически значимо возрастает 
на 10-е сут после операции и снижается в период с 
1-го по 6-й мес относительно значений до операции. 

Известно, что выживаемость пациентов с высо-
ким уровнем VEGF значительно ниже, чем у боль-
ных с низкой экспрессией VEGF-А [18], поэтому 
полученные результаты указывают на положитель-
ную тенденцию при аутовенозном шунтировании по 
методике in situ.

Рис. 1. Уровень метаболитов оксида азота (нмоль/мг белка) в плазме крови пациентов с КИНК до и после реконструкций 
артерий бедренно-подколенного сегмента, Ме [Q1; Q3]

* р < 0,05 – статистически значимые отличия между значениями до операции и в послеоперационном периоде (здесь и на 
рис. 2, 3) 

Рис. 2. Концентрация активной формы VEGF-A (пг/мл) в плазме крови пациентов с КИНК до и после реконструкций 
артерий бедренно-подколенного сегмента, Ме [Q1; Q3]
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После оперативного вмешательства восстанов-
ление организма сопровождается адаптацией к но-
вым условиям. В настоящее время тиолсодержащие 
соединения (молекулы, имеющие в своем составе 
-SH-группы) рассматривают не только как новый 
маркер окислительного стресса, но и показатель го-

меостаза и адаптации в патофизиологических усло-
виях [20].

Уровень восстановленных тиолов в плазме крови 
пациентов групп А и В увеличивается на 10-е сут и 
через 1 мес, в группе С – статистически значимо воз-
растает в период с 10-х сут по 6-й мес (рис. 3).

Рис. 3. Уровень восстановленных тиолов (мкмоль/мл) в плазме крови пациентов с КИНК до и после реконструкций артерий 
бедренно-подколенного сегмента, Ме [Q1; Q3]

Степень адаптации напрямую зависит от концен-
трации тиолов: чем выше степень адаптации, тем выше 
уровень SH-групп в сыворотке крови.  Из этого сле-
дует, что функциональная адаптация венозного эндо-
телия выше у пациентов, оперированных по методу in 
situ, по сравнению с методом реверсированной вены.

Тиолы способны образовывать обратимые сме-
шанные дисульфидные связи между белковыми и 
низкомолекулярными SH-группами. Полученные 
результаты в группе пациентов С указывают на то, 
что окислительный стресс снижается, дисульфид-
ные связи снова восстановлены до тиоловых групп и 
тиол-дисульфидный гомеостаз сохраняется, а устой-

чивость организма к реконструктивной хирургии по-
вышается.

Отклонения в тиол-дисульфидном гомеостазе 
могут играть существенную роль в качестве биомар-
кера в развитии патофизиологических состояний. У 
пациентов в группах А и В после мобилизации за-
щитных реакций организма, которые выражаются в 
повышении уровня тиолов, наблюдается их сниже-
ние до исходного уровня, что указывает на адапта-
цию или компенсацию без истощения.

Полученные биохимические результаты подтвер-
ждают клинические наблюдения, приведенные в 
табл. 2.

Т а б л и ц а  2

Клиническая характеристика ранних и поздних осложнений  
у пациентов в исследуемых группах

Параметр Группа А Группа B Группа C
Ближайшие результаты (до 30 сут)

Тромбоз, n (%) 2 (10%) 2 (10%) 1 (4,5%)
Первичная проходимость, % 90 90 95,5
Вторичная проходимость, % 90 95 100
Сохранение конечности, % 90 95 95,5
Большие ампутации, n (%) 2 (10%) 1 (5%) 1 (4,5%)
Малые ампутации, n (%) 1 (5%) 5 (25%) 2 (9%)

Отдаленные результаты (6 мес)
Тромбоз, n (%) 4 (20%) 3 (15%) 1 (4,5%)
Первичная проходимость, % 70 75 91
Вторичная проходимость, % 75 80 95,5
Сохранение конечности, % 80 85 95,5
Большие ампутации, n (%) 2 (10%) 2 (10%) 0
Малые ампутации, n (%) 1 (5%) 1 (5%) 1 (4,5%)
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С позиции ранних и поздних послеоперационных 
осложнений пациенты группы С имеют более бла-
гоприятную клиническую картину, на что указывает 
высокий процент первичной и вторичной проходи-
мости шунтов, снижение летальности, повышение 
степени сохранения конечности. Самый неблагопри-
ятный послеоперационный период по перечню заяв-
ленных ангиологических признаков у пациентов в 
группе А (см. табл. 2).

Интересно, что по биохимическим показателям в 
группе В выявлены положительные корреляционные 

взаимосвязи: чем выше уровень метаболитов оксида 
азота, тем выше количество VEGF-A и SH-групп. У 
пациентов группы С получена положительная корре-
ляционная взаимосвязь между количеством VEGF-A 
и свободными тиолами, независимо от уровня ме-
таболитов оксида азота (табл. 3). Таким образом, в 
группе В метаболиты NO способствуют нарастанию 
SH-групп и VEGF-A, а в группе С не влияют на кон-
центрациюVEGF-A и уровень SH-групп, что может 
иметь клиническое значение при назначении доно-
ров NO.

Т а б л и ц а  3

Коэффициент корреляции R между уровнем метаболитов оксида азота, VEGF-A, SH-группами у пациентов до операции и в 
послеоперационный период в исследуемых группах

Показатель Группа А Группа В Группа С
Метаболиты NO/VEGF-A R = 0,1; р > 0,05 R = 0,47; р < 0,01 R = 0,15; р >0,05
Метаболиты NO/SH-группы R = 0,15; р > 0,05 R = 0,48;  р < 0,01 R = 0,065; р > 0,05
VEGF-A/SH-группы R = 0,40; р < 0,01 R = 0,35; р < 0,01 R = 0,41; р < 0,01

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные закономерности изменения уровня 

восстановленных тиолов, метаболитов оксида азо-
та, VEGF-A у пациентов с КИНК свидетельствуют 
об адаптации венозного эндотелия в условиях арте-
риального русла при аутовенозной реконструкции 
бедренно-подколенного сегмента по сравнению с 
группой пациентов, оперированных с использовани-
ем синтетического протеза, что подтверждает анализ 
ранних и поздних послеоперационных осложнений. 
Метод in situ по биохимическим и ангиологическим 
показателям демонстрирует развитие более благо-
приятной клинической картины, чем метод реверси-
рованной вены.
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