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Аннотация
Цель. Определить динамику уровней липидов в клетках эпителия шейки матки при лечении 0,1% активированной глицирризиновой кислотой хронического 
цервицита и внутриэпителиальных поражений низкой степени (LSIL). 
Материалы и методы. В проспективное когортное исследование включили 40 пациенток с хроническим цервицитом и 40 пациенток с LSIL. Цитологическую 
оценку мазков с шейки матки осуществляли по системе Bethesda (2014 г.). Все пациентки получали Эпиген Интим спрей в течение 18 мес. Амплификацию типо-
специфических фрагментов ДНК вируса папилломы человека (ВПЧ) и человеческой ДНК (контроль взятия материала – КВМ) проводили с помощью комплекта 
реагентов для выявления, типирования и количественного определения 21 типа ВПЧ методом ПЦР ВПЧ «Квант-21». Липидный экстракт соскоба эпителия 
шейки матки, взятого до начала терапии и после, анализировали методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией 
(ВЭЖХ-МС/МС). Липиды идентифицировали с помощью R-скрипта Lipid Match и по характерным МС/МС. Корреляционный анализ липидома соскоба и КВМ 
проводили с использованием теста Спирмена, сравнение уровней липидов в двух временных точках – с помощью теста Манна–Уитни. 
Результаты. При лечении хронического цервицита снижались уровни липидов CL 16:0_16:1_18:1_18:1, HexCer-NDS d20:0/26:0, PC 16:0_18:1 и 16:0_20:4; при 
лечении LSIL – уровни церамидов и глюкозилцерамидов. Для хронического цервицита характерна положительная корреляция КВМ мазка с кардиолипинами, 
глюкозилцерамидами и липидами с простой эфирной связью эпителия, для LSIL – отрицательная корреляция с фосфатидилхолинами и фосфатидилэтанолами-
нами с простой эфирной связью. 
Заключение. В результате лечения активированной глицирризиновой кислотой статистически значимо изменялся липидный спектр клеток эпителия, причем 
характер изменений зависел от типа поражения. Необходимо также учитывать КВМ соскобов при дальнейших исследованиях липидома эпителиальных клеток, 
причем на поправки влияет тип ВПЧ-ассоциированных поражений.
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Вирус папилломы человека (ВПЧ) является наиболее ши-
роко распространенной инфекцией, передающейся поло-
вым путем, и играет ключевую роль в развитии рака шейки 
матки, которое происходит через стадии прогрессирования 
воспаления, предраковые поражения, инициированные 
ВПЧ [1]. Активированная глицирризиновая кислота (АГК) 
является биологически активным веществом, проявляю-
щим антиоксидантные, противовоспалительные и иммуно-
модулирующие свойства [2–4]. A. Farooqui и соавт. устано-
вили, что воздействие АГК на линию раковых клеток шейки 
матки HeLa значительно снижало их жизнеспособность [5]. 
Установлена также эффективность АГК при терапии плос-
коклеточных внутриэпителиальных поражений низкой сте-
пени (low-grade squamous intraepithelial lesion – LSIL) [6]. 

Соскоб эпителия шейки матки представляет собой мало-
инвазивный способ забора материала для определения типа 
ВПЧ и вирусной нагрузки, уровня экспрессии генов челове-
ка, для цитологического исследования. Липиды относятся к 
молекулам малой массы (до 2000 Да), участвующим во мно-
гих метаболических процессах, являющимся основными 
компонентами клеточных мембран [7, 8]. Липиды эпители-

альных клеток шейки матки являются маркерами ее пора-
жений, вызванных ВПЧ-инфекцией [9, 10]. Анализ влияния 
на липидомный состав эпителиальных клеток 0,1% АГК мо-
жет быть информативен в отношении метаболических про-
цессов, затрагиваемых при лечении ВПЧ-ассоциированных 
неопластических поражений. 

Цель исследования – определение динамики уровней 
липидов в клетках эпителия шейки матки при лечении 
0,1% АГК хронического цервицита и LSIL.

Материалы и методы
В проспективное когортное исследование включили 

80 пациенток от 18 до 49 лет (средний возраст – 30±6 лет), 
обратившихся в научно-поликлиническое отделение 
ФГБУ «НМИЦ АГП им. акад. В.И. Кулакова». 

Критерии включения: возраст от 18 до 49 лет, ВПЧ высо-
кого риска; интраэпителиальные поражения низкой степе-
ни тяжести (ВПЧ-ассоциированный хронический церви-
цит и LSIL), половая жизнь с презервативом в течение всего 
периода исследования, регулярный менструальный цикл, 
способность выполнять требования протокола, предостав-
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Abstract
Aim. To determine the change of lipid levels in the cervical epithelial cells during the treatment of chronic cervicitis and low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) 
with 0.1% activated glycyrrhizic acid. 
Materials and methods. The prospective cohort study included 40 patients with chronic cervicitis and 40 patients with LSIL. Cytological evaluation of cervical smears 
was performed according to the Bethesda system (2014). All patients received Epigen Intim Spray for 18 months. Amplification of type-specific DNA fragments of human 
papillomavirus (HPV) and human DNA (sampling control – SC) was done using a kit of reagents to detect, type, and quantitatively determine 21 HPV types by Quantum-21 
HPV PCR. Lipid extract of a cervical epithelial scraping taken before and after therapy was analyzed by high-performance liquid chromatography with tandem mass 
spectrometry (HPLC-MS/MS). Lipids were identified using the Lipid Match R-script and by characteristic MS/MS. Correlation analysis of the lipidome of cervicovaginal fluid 
and SC was performed using the Spearman test, and the Mann-Whitney test was used to compare lipid levels at the two time points. 
Results. During the treatment of chronic cervicitis, the levels of CL lipids 16:0_16:1_18:1_18:1, HexCer-NDS d20:0/26:0, PC 16: 0_18: 1 and 16: 0_20:4 were decreasing; during 
the treatment of LSIL, the levels of ceramides and glucosylceramides were decreasing. Chronic cervicitis is characterized by a positive correlation of SC smear with cardiolipins, 
glucosylceramides, and epithelial lipids with an ether bond; LSIL showed a negative correlation with phosphatidylcholines and phosphatidylethanolamines with an ether bond. 
Conclusion. As a result of treatment with activated glycyrrhizic acid, the lipid spectrum of epithelial cells significantly changed, depending on the type of lesion. It is also 
necessary to consider SC scrapings in further studies of epithelial cell lipidome and the type of HPV-associated lesions that affects the adjustments.
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ление подписанного письменного информированного со-
гласия на участие в исследовании. 

Критерии исключения: беременность, период лактации, 
прием гормональной терапии, острые воспалительные за-
болевания, нарушение функции почек, печени, легких в ста-
дии декомпенсации, психоневрологические заболевания. 

Участниц разделили на 2 группы в зависимости от ци-
тологического заключения: 1-я группа (n=40) – хрониче-
ский цервицит, ассоциированный с персистенцией ВПЧ; 
2-я группа (n=40) – LSIL и положительный тест на ВПЧ. Все 
пациентки применяли спрей 0,1% АГК интравагинально 
3 раза в день 14 дней ежемесячно на протяжении 3 мес, затем 
делали перерыв 3 мес, затем повторяли 0,1% АГК по той же 
схеме. Контрольные временные точки – до начала терапии 
и через 12 мес. Комплексное обследование женщин вклю-
чало сбор клинико-анамнестических данных, определение 
гинекологического статуса, цитологическое исследование, 
ВПЧ-типирование, липидомный анализ соскобов эпителия 
шейки матки. Цитологическую оценку мазков с шейки мат-
ки осуществляли по системе Bethesda (2014 г.). 

Взятие биологического материала (соскоб эпителиаль-
ных клеток из зоны трансформации шейки матки и эпи-
телия анальной области) для ВПЧ-типирования осущест-
вляли в пробирки с физиологическим раствором. При 
выделении ДНК вируса использовали наборы «Проба ГС» 
 (ДНК-Технология, Россия). Метод основан на использо-
вании для лизиса клеток сильного хаотропного агента, с 
последующей сорбцией нуклеиновых кислот на твердом 
носителе, последующими отмывками сорбента и элюции 
ДНК с сорбента. Объем образцов после выделения соста-
вил 100  мкл. Амплификацию типоспецифических фраг-
ментов ДНК ВПЧ и человеческой ДНК (контроль взятия 
материала  – КВМ) проводили с помощью комплекта ре-
агентов для выявления, типирования и количественного 
определения 21  типа ВПЧ методом ПЦР ВПЧ «Квант-21» 
 (ДНК-Технология, Россия). Амплификацию осуществля-
ли в режиме «реального времени» на приборе «ДТ-964» 
(ДНК-Технология, Россия). Уровень флуоресценции из-
меряли на каждом цикле амплификации по каналам FAM, 
HEX, ROX и Cy5. Результаты обрабатывались автоматиче-
ски посредством программного обеспечения.

Липиды экстрагировали модифицированным методом 
Фолча. Липидные экстракты анализировали с помощью 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандем-
ной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС) на жидкостном 
хроматографе Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Гер-
мания), соединенном с масс-анализатором MaXis Impact 
QTOF с электрораспылительным источником ионов 
(Bruker Daltonics, Германия). Образцы разделяли методом 
обращенно-фазовой хроматографии на колонке Zorbax C18 
(150×2,1 мм, 5 мкм, Agilent, США) с линейным градиентом 
от 30 до 90% элюента В (раствор ацетонитрил/изопропанол/
вода, 90/8/2, о/о/о, с добавлением 0,1% муравьиной кислоты 
и 10 ммоль/л формиата аммония) за 20 мин. В качестве элю-
ента А использовали раствор ацетонитрил/вода (60/40, о/о) 
с добавлением 0,1% муравьиной кислоты и 10 ммоль/л фор-
миата аммония. 

Скорость потока элюирования была 40 мкл/мин, объем 
инжектируемого образца – 3 мкл. МC получали в режи-
ме положительных и отрицательных ионов в диапазоне 
m/z  100–1700, со следующими установками: напряжение 
на капилляре – 4,1 кВ для режима положительных ионов и 
3,5  кВ для отрицательных, давление распыляющего газа – 
0,7 бар, скорость потока осушающего газа – 6 л/мин, темпе-
ратура осушающего газа – 200ºC. 

Липиды идентифицировали с помощью R-скрипта Lipid 
Match [11] и по характерным МС/МС. Для статистической 
обработки результатов использовали скрипты, написанные 
на языке R. Уровень КВМ в формате «медиана» («1-й квар-
тиль»; «3-й квартиль») в каждой из 4 групп: пациенты с ци-
тологическим диагнозом цервицита, 1-я  точка; пациенты 
с цитологическим диагнозом LSIL, 1-я точка; пациенты с 
цитологическим диагнозом цервицита, 2-я точка; пациенты 
с цитологическим диагнозом LSIL, 2-я точка. Посредством 
теста Манна–Уитни оценивали разницу уровней липидов, 
КВМ и количества типов вируса ВПЧ между 1 и 2-й точками 
каждой цитологической группы. С помощью теста Спирме-
на производили корреляционный анализ липидов и КВМ в 
объединенном пуле образцов и в каждой цитологической 
группе отдельно. Пороговым критерием значимости при-
нималось 0,05. Для статистического анализа использовали 
скрипты на языке R 4.2.1 в среде RStudio.

Результаты
В режиме положительных ионов зарегистрировано 58 ли-

пидов, в основном относящихся к фосфатидилхолинам 
(16  соединений), триглицеридам (16 соединений) и цера-
мидам (14 соединений). В режиме отрицательных ионов 
зарегистрировано 32 липида, в основном относящихся к 
фосфатидилхолинам (8), церамидам (11) и фосфатидилэта-
ноламинам (7).

Количество типов ВПЧ статистически значимо снижа-
лось после лечения 0,1% АГК как в группе с хроническим 
цервицитом, так и в группе LSIL, причем при оценке встре-
чаемости ВПЧ через 18 мес отмечена его элиминация в 
85,7% случаев. Уровни КВМ статистически незначимо пада-
ют от точки 1 к точке 2 в случае хронического цервицита и 
практически совпадают в случае LSIL относительно хрони-
ческого цервицита (табл. 1). 

При корреляционном анализе уровней липидов и КВМ 
в объединенных данных о липидном профиле пациенток с 
LSIL и пациенток с хроническим цервицитом статистиче-
ски значимых корреляционных связей (p<0,05) не выявле-
но. Во время сравнения липидных профилей эпителия шей-
ки матки при хроническом цервиците до и после лечения 
обнаружены статистически значимые различия в уровнях 
четырех липидов (рис. 1).

Обнаружен средний уровень положительной корреляци-
онной связи КВМ для кардиолипинов, глюкозилцерамидов, 
фосфатидилэтаноламинов с простой эфирной связью и 
фосфатидилхолина PC 18:1_18:1 при хроническом церви-
ците (рис. 2). Для уровней большинства указанных соедине-
ний характерна статистически значимая корреляция между 
собой (рис. 2).

Сравнение липидных профилей эпителиальных клеток 
при LSIL до и после лечения выявило статистически зна-
чимые различия в уровнях семи липидов, большая часть 

Таблица 1. Клинические параметры в случае хронического 
цервицита и LSIL для 1 и 2-й точек
Table 1. Clinical parameters in chronic cervicitis and low-grade 
squamous intraepithelial lesions (LSIL) for time points 1 and 2

Параметры Точка 1 Точка 2 p
Хронический цервицит, КВМ 5,30 (5,10; 5,60) 5,10 (4,90; 5,30) 0,12
LSIL, КВМ 4,95 (4,18; 5,85) 4,95 (4,65; 5,28) 0,82
Хронический цервицит,  
количество типов ВПЧ 1 (1; 2) 0 (0; 1) 0,02

LSIL, количество типов ВПЧ 2 (1; 2) 0 (0; 0) 0,007
Примечание. p – вероятность совпадения выборок.
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которых относится к церамидам и глюкозилцерамидам 
(рис. 3).

Обнаружена средняя отрицательная корреляционная 
связь с КВМ для фосфатидилхолинов, фосфатидилэтано-
ламинов с простой эфирной связью, Cer-NS d18:1/26:0 и 
TG 16:0_18:2_18:2 при лечении LSIL (рис. 4). При этом PC 
18:1_18:1 ассоциирован с КВМ и в случае цервицита, и в 
случае LSIL, но характер связи противоположен.

Обсуждение
Церамиды являются так называемыми биологиче-

ски активными липидами, играющими ключевую роль в 
процессах роста клеток, их дифференциации, цитокин- 
индуцированном воспалительном ответе, иммунной мо-
дуляции и апоптозе [12, 13]. В результате применения АГК 
при лечении LSIL в данной работе наблюдалось падение 
уровня церамидов. Аналогично показано, что применение 
АГК к макрофагам приводило к снижению синтеза цера-
мидов  [12]. Кроме того, и при лечении цервицита, и при 
лечении LSIL наблюдалось падение уровня глюкозилце-
рамидов, что может быть ассоциировано как с падением 
уровня церамидов, являющихся прекурсором глюкозил-

церамидов, так и с уменьшением синтеза глюкозилцера-
мидсинтазы. 

S. Reza и соавт. отмечают связь глюкозилцерамидсинтазы 
с пролиферативными процессами, в то же время упоминая 
важную роль глюкозилцерамидов в формировании клеточ-
ных мембран и эпидермального барьера [14]. При использо-
вании АГК в лечении цервицита наблюдалось падение уровня 
отдельных липидов, имеющих в своем составе пальмитино-
вую кислоту (FA 16:0). PC 16:0_20:4 входит в число липидов, 
для которых B. Peterson и соавт. зафиксировали рост уровня 
при повреждении клеток [15]. В то же время воздействие вос-
палительного фактора (кадмия) приводило к падению уровня 
пальмитиновой и олеиновой кислот и росту уровня арахидо-
новой кислоты в макрофагах THP-1. Можно предположить, 
что при лечении цервицита изменение жирнокислотного со-
става макрофагов сочетается с уменьшением их количества, 
что объясняет общее падение уровня липидов [16].

КВМ рассчитывается как количество копий ДНК челове-
ка в соскобе эпителиальных клеток для контроля техники 
взятия биоматериала. Следует отметить и корреляционную 
связь с числом копий ДНК человека, которая наблюдалась 
для небольшой доли соединений липидов (4 и 2 из 58 – для 
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Fig. 2. Diagram of correlation of lipid levels with sampling control 
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режима положительных ионов и 8 и 12 из 32 – для режима 
отрицательных ионов при хроническом цервиците и LSIL 
соответственно), и противоположный характер зависи-
мости уровня липидов от КВМ в случае цервицита и LSIL.  
PC 18:1_18:1 и PE P-16:0/20:4 демонстрируют статистически 
значимую корреляционную связь и для хронического цер-
вицита, и для LSIL, но при цервиците она положительная,  
а при LSIL отрицательная. 

Для хронического цервицита характерны деструктивные 
изменения в ядрах, нарушение межклеточных взаимодей-
ствий, снижение эффективности барьерной функции эпите-
лия. Это упрощает глубокое проникновение инфекционных 
агентов в ткани шейки матки, что приводит к активизации 
регенеративных процессов [17]. Глюкозилцерамиды ассоци-
ированы с активизацией синтеза ДНК и митотическим де-
лением клеток [17, 18], которые связаны с регенеративными 
процессами. В то же время кардиолипины задействованы в 
активации процессов воспаления [19–21]. 

Можно предположить корреляционную связь между 
количеством копий ДНК, уровнем кардиолипинов и глю-
козилцерамидов и иммунным ответом на инфекцию. По-
сле курса лечения АГК наблюдается падение уровня КВМ, 
кардиолипина 16:0_16:1_18:1_18:1 и глюкозилцерамида 
d20:0/26:0, что может свидетельствовать о снижении часто-
ты делений клеток. В то же время при лечении LSIL пада-
ет уровень церамидов, которые относятся к длинноцепо-
чечным, и уровень глюкозилальфагидроксифитоцерамида 
t18:0/26:0. Это может быть связано с тем, что длинноцепо-
чечные церамиды повышают устойчивость клеток к апоп-
тозу [22], в то время как лечение приводит к исчезновению 
участков с неопластическим поражением и, как следствие, 
устойчивых к апоптозу клеток. 

Плазмалогены включены в липидные мембраны ма-
крофагов и влияют на передачу провоспалительных 
сигналов  [23, 24]. Значительная часть жирных кислот 
плазмалогенов макрофагов представлена арахидоновой 
кислотой  [22]. В то же время плазмалогены, имеющие в 
своем составе арахидоновую кислоту, при LSIL проде-
монстрировали отрицательную корреляционную связь с 
числом копий ДНК (рис. 4). Однако C. Muntinga и соавт. 
отмечают отсутствие изменений количества макрофагов 
1-го типа и рост числа макрофагов 2-го типа в микроокру-
жении участка с LSIL [25]. 

Для LSIL характерно наличие мультиядерных клеток, 
при этом нарушается структура хроматина [26], что по-
зволяет предположить, что число копий ДНК растет бы-
стрее числа макрофагов. Фосфатидилхолины являются как 
маркерами развивающегося неопластического процесса в 
тканях шейки матки, так и маркерами отличия неопласти-
ческого поражения от хронического воспаления и хрони-
ческого воспаления от здоровой ткани [9]. Так, уровень PC 
16:0_18:1 повышался при прогрессировании LSIL, а уро-
вень  PC  16:0_18:1 в группе контроля был выше, чем при 
LSIL [9]. Липиды, содержащие в составе пальмитиновую и 
олеиновую кислоты относятся к наиболее распространен-
ным липидам в клеточных мембранах [27], что позволяет 
предположить, что скорость синтеза ДНК превышает ско-
рость синтеза фосфатидилхолинов при LSIL.

Заключение
Характер изменения липидомного профиля эпителиаль-

ных клеток и количество копий ДНК в мазке под действи-
ем АГК зависит от характера поражений шейки матки до 
лечения. При этом в ходе лечения АГК достигается успеш-
ная элиминация ВПЧ. Тип поражения шейки матки влияет 

на характер корреляционных связей липидного профиля с 
числом копий ДНК мазка. Результаты данного исследования 
свидетельствуют о разнонаправленном влиянии длительного 
местного применения АГК на липидный спектр клеток эпи-
телия шейки матки при «малых» ее поражениях (хроничес-
кий цервицит и LSIL), в особенности на липиды, связанные 
с провоспалительными процессами и апоптозом. Показана 
необходимость учета КВМ при построении классифицирую-
щих моделей на основе липидома клеток соскоба.
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