
В
общей структуре нейроинфекционной патоло-
гии на долю менингитов и энцефалитов прихо-
дится более 60–70% случаев [2, 3]. Актуальность
их исследования обусловлена частым развитием
витальных осложнений в раннем периоде забо-

левания, высоким процентом летальных исходов [2, 7, 8,
11, 13] при ряде нозологических форм, а также формирова-
нием у выживших больных тяжелых резидуальных послед-
ствий [1, 3, 7–9, 11, 13, 17]. 

Современные данные [1, 7, 10, 16, 18] свидетельствуют об
эндотелиальной тропности ряда возбудителей нейроин-
фекций (клещевой энцефалит, герпетический HSV-I/II
энцефалит, энтеровирусная инфекция и др.). Среди пато-
генетических механизмов поражения ЦНС при различных
бактериальных и вирусных инфекциях значительную роль
играет поражение церебральных сосудов, в первую очередь
эндотелиоцитов, как на стадии проникновения возбудите-
ля в субарахноидальное пространство [1, 4, 7–9, 14–18],
так и на стадии воспаления оболочек и паренхимы голов-
ного мозга (ГМ).

Известная анатомо-физиологическая автономность ЦНС,
невозможность прижизненной морфологической оценки
тканевых изменений в оболочках и паренхиме ГМ при рас-
сматриваемой патологии, ограниченная доступность
современных томографических методов нейровизуализа-
ции (МРТ и КТ), требующих специального программного
оснащения, а также ряд других объективных причин суще-
ственно затрудняют возможности инструментальной
оценки эндотелиальной дисфункции. Прежде всего, это
касается наиболее тяжелой ее стадии — стадии деструкции
эндотелия. При этом доказано, что причинами эндотели-
альной дисфункции могут быть различные факторы: ише-
мия (гипоксия) тканей, возрастные изменения, свободно-
радикальное повреждение, дислипопротеинемия, гипер-

гликемия, действие цитокинов и др., — что наблюдается
при многих заболеваниях, в том числе инфекционных [5,
6, 9, 15, 16, 18]. 

Определение различных лабораторных маркеров эндоте-
лиальной дисфункции — фактора Виллебранда, Р-селек-
тина, тканевого активатора плазминогена (t-PA), эндоте-
лина-1, ICAM-1, VCAM-1, E-селектина и ряда других, с
учетом, что эти вещества продуцируются не только систе-
мой эндотелиальных клеток [5, 6], также не может исполь-
зоваться в качестве единственного критерия для оценки
выраженной дисфункции эндотелия.

Одним из прямых маркеров повреждения эндотелия
является степень его десквамации [5, 6, 12], которая оце-
нивается по количеству циркулирующих десквамирован-
ных эндотелиоцитов (ДЭ) в крови по методике Hladovec
et al. (1978) в модификации Петрищева и др. (2001) [5, 6,
12]. Кроме того, десквамация эндотелия может рассмат-
риваться как один из клеточно-тканевых маркеров собст-
венно альтеративного васкулита.

В ряде отечественных публикаций последних лет указыва-
ется на увеличение циркулирующих в крови ДЭ при раз-
личной патологии — инфаркте миокарда, сердечно-сосу-
дистой недостаточности, онкологической патологии и др.
[6, 12]. Так, например, в крови больных с ИБС, осложнен-
ной сердечной недостаточностью, содержание ДЭ в крови
достигало 38 клеток на 100 мкл. По данным нескольких
публикаций, в крови практически здоровых лиц количе-
ство ДЭ колеблется от 3 до 12 клеток в 100 мкл [5, 6].

Все изложенное выше определило цель нашего исследова-
ния: с использованием экспертных иммуноцитохимиче-
ских (ИЦХ) и иммуногистохимических (ИГХ) методов
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доказать возможность определения ДЭ в цереброспиналь-
ной жидкости (ЦСЖ) больных менингитами, для чего
адаптировать известную методику определения ДЭ в крови
[5, 6, 12] для выявления и количественной оценки ДЭ в
ЦСЖ больных менингитами.

Характеристика больных и методы исследования

Объектом исследования стали 30 проб ЦСЖ 30 взрослых
больных вирусными серозными менингитами энтерови-
русной этиологии (ВМ), полученных в периоде разгара
заболевания при выполнении диагностической люмбаль-
ной пункции. Больные находились на лечении в отделении
нейроинфекций Городской клинической инфекционной
больницы № 30 им. С.П. Боткина (Санкт-Петербург) в
2002–2003 гг. Диагноз энтеровирусной природы менингита
был подтвержден обнаружением энтеровирусной РНК в
ЦСЖ больных методом полимеразной цепной реакции.

Заболевание характеризовалось циклическим неослож-
ненным среднетяжелым течением. Средний возраст боль-
ных составил 32,9 лет. В исследование вошли 18 женщин и
12 мужчин, не имевших фоновых хронических заболева-
ний. В качестве контроля были использованы пробы ЦСЖ
15 больных в возрасте 38–52 лет с паховыми и бедренными
грыжами вне ущемления, подвергшихся в 2002 г. плановым
хирургическим операциям под эпидуральной анестезией в
различных хирургических стационарах Санкт-Петербурга.
Всего было исследовано 45 образцов ЦСЖ.

Для определения ДЭ в ЦСЖ нами были выполнены два
этапа исследования. В связи с тем, что в отечественной и
зарубежной литературе не удалось найти сообщений о мето-
диках выявления ДЭ в ЦСЖ, первым этапом стала отработка
самой методики определения ДЭ в ЦСЖ на основании мето-
дики Hladovec et al. (1978) в модификации Петрищева и др.
(2001). Следующий, второй, этап заключался в экспертной
иммуноцитохимической (ИЦХ) и иммуногистохимической
(ИГХ) идентификации эндотелиоцитов, в том числе ДЭ, в
сравнении с положительным и отрицательным ИГХ/ИЦХ в
контрольном исследовании.

В работе был использован диагностический набор для
определения CD31+ клеток «CD31-label APAP Kit»
(DakoCytomation En Vision System-AP, США), содержа-
щий антитела, моноклональные (клон JC/70A) к челове-
ческим CD31+ рецепторам эндотелиальных клеток сосу-
дов, а также хромоген Fast Red-Substrate Chromogen
(DakoCytomation EnVision System-AP, США), система
визуализации LSAB 2 и хромоген DAB (DakoCytomation
EnVision System-AP, США).

На первом этапе исследования ЦСЖ (1 мл) помещали в
микропробирку и центрифугировали 10 мин при скорости
1500 об/мин.

С помощью дозатора удаляли надосадочную жидкость в
количестве 900 мкл. Осадок ресуспензировали в оставших-
ся 100 мкл ЦСЖ.

Осадок наносили на два предметных стекла с адгезивной
поверхностью. Полученные мазки высушивали при ком-
натной температуре.

Высушенные мазки фиксировались ацетоном, после чего
отмывались от солей дистиллированной водой. 

Стекла помещались в холодильник для последующего хра-
нения при температуре –10° С.

Из каждой пробы ЦСЖ изготавливались по два мазка,
окрашенных гематоксилином (Г+), для сравнения с ИЦХ-
окрашенными препаратами в ходе выполнения второго
этапа исследования.

На втором этапе исследования мы применили ИГХ/ИЦХ-
метод (описан выше) в соответствии с протоколом фирмы-
изготовителя используемых наборов. В качестве положи-
тельного ИГХ/ИЦХ-контроля были использованы:
– прижизненные интраоперационные соскобы с интимы

крупной артерии и ее резецированные фрагменты
(больные прооперированы в клинике сердечно-
сосудистой хирургии ВМА им. С.М. Кирова);

– посмертные соскобы с интимы аорты и ее срезы (их
предоставила Городская клиническая инфекционная
больница № 30, Санкт-Петербург).

Препараты положительного ИГХ-контроля толщиной 5 мкм
изготавливались из парафиновых блоков после стандартной
гистологической проводки. Предметные стекла с буккаль-
ными и конъюнктивальными соскобами, взятыми у четырех
здоровых лиц, были использованы в качестве отрицательно-
го ИЦХ-контроля. ИГХ/ИЦХ-мазки и гистологические пре-
параты положительного и отрицательного ИГХ/ИЦХ-конт-
ролей изготавливались по той же методике.

Ход исследования. Предметные стекла с мазками ЦСЖ раз-
мораживались при комнатной температуре, однократно
промывались дистиллированной водой, высушивались.

Один из двух дублированных мазков ЦСЖ окрашивался
Г+, второй мазок подвергался ИЦХ-обработке, после чего
стекла промывались дистиллированной водой, высушива-
лись, заключались под покровное стекло посредством
заключающей среды («Канадский бальзам»).

Подсчет ДЭ в мазках выполнялся в 100 полях зрения при уве-
личениях 400 (10 окуляр, 40 объектив) и 200 (10 окуляр,
20 объектив).

Результаты

В мазках, приготовленных из ресуспензата ЦСЖ и окра-
шенных Г+, искомые клетки — циркулирующие ДЭ,
достигали размера 10–12 мкм (рис. 1), располагались
отдельно или мелкими скоплениями, имели округлую или
полигональную форму, слабо базофильную неоднородную
цитоплазму и пикнотичное базофильное ядро, как прави-

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ. Клиническая неврология 
Оценка церебральной эндотелиальной деструкции при энтеровирусном менингите

21

рис. 1: ДЭ в мазке ЦСЖ. Окраска гематоксилином, увеличение х200



ло, расположенное в центре клетки. Часть ДЭ не имели
ядра, цитоплазма таких клеток неоднородно прокрашива-
лась гематоксилином, а их контуры были неотчетливыми
(«тени» погибших клеток). 

При анализе результатов реакций ИГХ/ИЦХ в качестве ДЭ
признавались клетки, экспрессирующие на своей поверх-
ности антиген CD31 в виде отчетливого специфического
красного (при использовании Fast Red-Substrate
Chromogen) или коричневого окрашивания (при использо-
вании DAB Chromogen). Специфичность окрашивания
была подтверждена отсутствием специфического окраши-
вания (негативный контроль) клеток в мазках, содержа-
щих эпителиальные клетки (буккальный соскоб), а также
отчетливым специфическим окрашиванием (позитивный
контроль) эндотелиальных клеток в мазках-соскобах, взя-
тых с внутренней поверхности аорты.

Микроскопическая картина ИЦХ-окрашенных мазков
ЦСЖ, положительных и отрицательных ИЦХ/ИГХ-конт-
ролей представлена на рис. 2–6.

В контрольной группе (n = 15) в мазках ЦСЖ ДЭ не были
обнаружены. Расчет 95-процентного доверительного
интервала вероятности случайного события с использова-
нием точного метода Фишера показал, что при данной
выборке доверительный интервал вероятности обнаруже-
ния ДЭ в ЦСЖ относительно здоровых лиц контрольной
группы составляет 0–21,8%. Данный результат косвенно
свидетельствует о высокой степени вероятности отсут-
ствия ДЭ в ЦСЖ практически здоровых лиц.

Результаты однократного количественного определения
ДЭ в крови и ЦСЖ больных ВМ и в группе контроля пред-
ставлены в табл. 1.

Проведенный статистический анализ показал, что при
сравнении числа ДЭ в Г+ и ИГХ-окрашенных мазках
ЦСЖ получено статистически достоверное, очень высокое
значение коэффициентов угловой и линейной корреляции
— +0,98 (рис. 7).

При этом уровень ДЭ в мазках с окраской Г+ показывал
устойчиво более высокое значение по сравнению с уров-
нем клеток в ИГХ-окрашенных препаратах. С помощью
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рис. 2: CD31+ (позитивные) ДЭ в мазке ЦСЖ. ИЦХ-метод, FR, увеличение х200

рис. 3: CD31+ (позитивные) ДЭ в мазке ЦСЖ. ИЦХ-метод, DAB, увеличение х200

рис. 4: CD31+ (позитивные) эндотелиоциты в соскобе интимы аорты (позитив-
ный ИЦХ-контроль). ИЦХ-метод, FR, увеличение х400

рис. 5: CD31– (негативные) эпителиоциты в буккальном соскобе (ИЦХ-негатив-
ный контроль). ИЦХ-метод, FR, увеличение х400

рис. 6: CD31+ (позитивные) эндотелиоциты интимы аорты (позитивный ИГХ-
контроль). ИГХ-метод, FR, увеличение х400

табли ца 1: Количество ДЭ в сыворотке крови и ЦСЖ больных ВМ и в контроль-
ной группе 

Показатель Больные ВМ, 
n = 30

Контрольная группа,
n = 15

ДЭ в сыворотке (в 100 мкл) 54,2 ± 7,7 3,4 ± 1,2

ДЭ-Г+ в ЦСЖ (в десяти полях зрения) 77,6 ± 15,2 –

ДЭК-CD31+ в ЦСЖ (в десяти полях 
зрения) 66,2 ± 13,4 –



регрессионного анализа установлен коэффициент пересче-
та, составивший +1,2. Получено следующее регрессионное
уравнение: 

ДЭ1 = ДЭ2 / К, 
где:
ДЭ1 — число ДЭ в ИГХ-окрашенных мазках (то есть более

точное),
ДЭ2 — число ДЭ в Г+ окрашенных мазках,
К — коэффициент пересчета, равный 1,2.

Сопоставление числа ДЭ с величиной плеоцитоза ЦСЖ
при однократном исследовании больных не выявило
какой-либо взаимной зависимости.

Техническая сложность при выполнении ИГХ/ИЦХ-
исследований, требующая определенных специальных
навыков, а также необходимость специального диагности-
ческого набора для ИГХ/ИЦХ-исследования, значительно
ограничивают возможность практического применения
ИГХ-методики для определения ДЭ в ЦСЖ больных.

При сопоставлении числа ДЭ в Г+-окрашенных мазках
ЦСЖ больных с таковым в ИГХ-окрашенных дубликатах-
мазках ЦСЖ тех же больных выявлено отсутствие стати-
стически достоверных различий (р >0,05) по тесту знаков и

критерию Вилкоксона. После введения коэффициента
пересчета средняя разница числа ДЭ, определенного двумя
методами (ИЦХ-окраской и Г+-окраской), составила 0,7 ±
0,9 клеток, что подтверждает высокую степень достоверно-
сти предложенного метода Г+-окраски мазков для опреде-
ления ДЭ в ЦСЖ. При этом метод подсчета ДЭ в Г+-маз-
ках ЦСЖ прост в исполнении и не требует материальных и
временных затрат, а коэффициент пересчета К = 1,2 позво-
ляет определить число ДЭ более точно.

Обсуждение

Представленная методика определения ДЭ в ЦСЖ с
использованием гематоксилинового окрашивания мазков
ЦСЖ позволяет выявлять ДЭ в ЦСЖ. Она технически про-
ста и может быть использована в рутинной инфекционной
практике для прижизненной оценки выраженности
деструкции эндотелия церебральных сосудов.

Факт обнаружения циркулирующих ДЭ в «воспаленной»
ЦСЖ больных менингитами подлежит анализу с точки зре-
ния анатомического строения гематоэнцефалического
барьера. На наш взгляд, объяснение данному феномену
следует искать прежде всего в значительных нарушениях
анатомо-физиологической сохранности структуры гема-
тоэнцефалического барьера в условиях воспаления, а
также в возможной внесосудистой локализации эндоте-
лиоцитов микроциркуляторного русла.

В подтверждение первого предположения можно привести
результаты экспериментальных исследований, в частности
работу Quagliarello et al. [15], где показано, что в условиях
бактериального воспаления имеет место значительное уве-
личение образования пиноцитарных везикул в эндотели-
альном слое и полное отделение 15–17% упругих внутри-
клеточных связок. Вместе с тем, дальнейшее изучение
выраженности и динамики церебральной эндотелиальной
деструкции, в том числе с использованием предлагаемой
методики определения ДЭ в ЦСЖ, вероятно, может иметь
практическое значение для оценки выраженности цереб-
ральной эндотелиальной дисфункции при инфекционной
патологии, а также позволит дополнить наши сведения о
патогенезе субарахноидального воспаления при нейроин-
фекциях.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ. Клиническая неврология 
Оценка церебральной эндотелиальной деструкции при энтеровирусном менингите
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рис. 7: корреляционная взаимосвязь количества ДЭ в Г+окрашенных мазках (С1)
и ИЦХ-окрашенных мазках (С2) ЦСЖ
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With the use of expert immunohysto/cytochemical methods in
30 patients with enteroviral serous meningitis and cyclic non-
complicated disease course, the presence of circulating endothe-
lial cells (CEC) in the cerebrospinal fluid (CSF) was shown. The
CSF CEC quantity was determined in the acute period of illness.

It was confirmed the possibility for quantitative CEC detection
in smears stained with hematoxylin. CEC in the CSF of hernio-
plastic patients operated under epidural anesthesia were not
detected.
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