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Миопатия критических состояний (critical illness myopathy, CIM) — это первичная 
миопатия, которая развивается у пациентов в критическом состоянии. Гистологи-
ческие признаки CIM включают общее уменьшение площади поперечного сечения 
мышечных волокон и преимущественную потерю моторного белка миозина при от-
сутствии воспалительных инфильтратов, но с обнаруживаемой активацией цитоки-
нов. Целью данного исследования было изучение состояния внеклеточного матрикса 
камбаловидной мышцы человека в условиях CIM, вызванного хроническим наруше-
нием сознания. Инцизионные мышечные биопсии из камбаловидной мышцы были 
взяты у 6 пациентов, находившихся в хроническом критическом состоянии и про-
ходивших лечение в отделении анестезиологии и реанимации Российского научно-
исследовательского нейрохирургического института им. профессора А.Л. Поленова 
– филиала Национального медицинского исследовательского центра им. В.А. Алма-
зова. В исследование включались пациенты с хроническим нарушением сознания 
продолжительностью не менее 2 месяцев. В качестве контроля использовали мы-
шечные биоптаты, взятые у здоровых мужчин с помощью игольчатой биопсии под 
местной анестезией. С помощью окрашивания гистологических срезов у пациентов 
с CIM было определено повышение площади коллагена, которое превышало контр-
ольное значение на 82%. Также было определено повышенное содержание мРНК 
коллагенов I, III и VIа, наряду с повышением белкового содержания коллагена I и III. 
При этом мы не нашли изменений в содержании мРНК фибронектина и фактора 
роста внеклеточной ткани, но наблюдали повышение мРНК субъединицы интегри-
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на A7. Полученные результаты свидетельствуют о значительном фиброзе скелетных 
мышц в условиях CIM. Необходимы дальнейшие исследования сигнальных путей, 
регулирующих этот процесс.
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ВВЕДЕНИЕ

Хронические нарушения сознания (ХНС) – это состояния, развивающиеся по-
сле комы в сроки, как правило, более 28 дней после повреждения головного мозга, 
сопровождающиеся восстановлением бодрствования без проявлений осознанной де-
ятельности. Выделяют основные формы ХНС – вегетативное состояние/синдром аре-
активного бодрствования (ВС/САБ) и состояние минимального сознания (СМС) [1]. 
Миопатия критических состояний (critical illness myopathy, CIM) возникает у части па-
циентов, длительно находящихся в критическом состоянии [2], проявляется выражен-
ной слабостью скелетных мышц [3], потерей миозиновых волокон [4, 5], разрушением 
цитоскелета мышечных клеток [6], присутствием некроза [7, 8], пониженной возбу-
димостью мышечной мембраны [9, 10], нарушением мышечного метаболизма [9, 11], 
повышенным распадом белка и снижением синтеза белка [12, 13], дисфункцией мито-
хондрий [14, 15]. Стоит отметить, что атрофия, вызванная критическим заболевани-
ем, значительно отличается от атрофии, вызванной иммобилизацией и механической 
разгрузкой [16]. Основная особенность потери мышечной массы при CIM заключается 
в преимущественной потере миозина и белков, связанных с актином [17–19]. Причи-
ны этой особенности остаются неясными, и многие стандартные модели мышечной 
атрофии, такие как иммерсия или иммобилизация, не могут воспроизвести этот ре-
зультат. Однако существует модель, в которой используется искусственная вентиляция 
легких грызунов в сочетании с глубокой анестезией, с использованием которой можно 
воспроизводить эффекты CIM [20]. Соответственно, разработка стратегий предотвра-
щения или ограничения потери мышечных белков во время (или после) CIM является 
фундаментальной целью будущих методов лечения [19].

В данной работе проведено исследование изменений внеклеточного матрикса 
(extracellular matrix, ECM) камбаловидной мышцы у пациентов с ХНС с проявлениями 
миопатии критических состояний. Внеклеточный матрикс (ECM) скелетных мышц иг-
рает решающую роль в физиологической активности мышц. Он состоит из трех основ-
ных типов белков: коллагенов, протеогликанов и фибронектина, а также рецепторов 
и регуляторов, таких как интегрины и матриксные металлопротеиназы [21]. Коллагены 
образуют сеть ECM, т.е. центральные волокнистые компоненты внеклеточного мат-
рикса [22]. ECM организован в три слоя: эндомизий, представляющий самый внутрен-
ний слой, который окружает отдельные мышечные волокна; перимизий, окружающий 
отдельные пучки мышечных волокон; эпимизий, охватывающий всю мышцу. Все три 
слоя при этом соединены между собой. Внутримышечная соединительная ткань со-
держит различные формы коллагенов, а наиболее распространены типы I и III [23, 
24]. Эндомизий соединяется с сарколеммой миофибрилл через специализированную 
базальную мембрану, которая состоит в основном из коллагена IV типа и ламинина [25, 
26]. Обнаружено, что концентрация этих двух компонентов различается в зависимо-
сти от типа мышечных волокон: медленно сокращающиеся волокна характеризуются 
значительно более высокими концентрациями коллагена IV, но более низкими концен-
трациями ламинина [22, 27]. Остальные типы коллагена (II, V, VI, VII, XV, XVIII) в ске-
летной мышце представлены значительно меньше [27, 28].
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Механическая разгрузка приводит к потере мышечных сократительных белков 
и силы мышечных волокон. Ослабление мышцы сопровождается потерей мышечной 
массы и уменьшением размеров мышечных клеток. Снижение синтеза белка и уси-
ление его деградации проявляются как в сократительном аппарате, так и во внекле-
точном матриксе [22]. Все совокупные данные указывают на то, что изменение вне-
клеточного матрикса приводит к увеличению жесткости мышц, уменьшению их силы 
и повышению их восприимчивости к травмам. Таким образом, критически важно 
создать стратегии вмешательства, направленные на уменьшение этих изменений. Мы 
предположили, что в условиях хронического нарушения сознания будут наблюдаться 
значительные изменения структуры и состава ECM. Для проверки этой гипотезы были 
взяты биопсии камбаловидных мышц у пациентов, пребывающих в палате интенсив-
ной терапии не менее 2 месяцев.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Взятие мышечных биопсий у пациентов
Инцизионные мышечные биопсии из камбаловидной мышцы были взяты у 6 паци-

ентов в хроническом критическом состоянии (на рисунках и в результатах обозначе-
ны CI), проходивших лечение в отделении анестезиологии и реанимации Российского 
научно-исследовательского нейрохирургического института им. профессора А.Л. По-
ленова – филиала Национального медицинского исследовательского центра им. В.А. 
Алмазова. В исследование были включены пациенты с продолжительностью ХНС не 
менее 2 месяцев. Критерии исключения: инфекция в области забора биопсийного ма-
териала, непереносимость местных анестетиков, индекс массы тела (ИМТ) ниже 15, 
наличие выраженного системного воспалительного ответа и сепсиса, а также неста-
бильности витальных функций. 

В условиях «малой хирургической операции» осуществлялся забор исследуемой 
ткани под местной анестезией 1%-ным раствором ропивакаина. Забор биоптатов ске-
летных мышц проводили в диагностических целях с согласия законных представите-
лей пациентов. 

В качестве контроля (на рисунках и в результатах обозначены Con) использовали 
мышечные биоптаты, взятые у здоровых мужчин с помощью игольчатой биопсии под 
местной анестезией. В горизонтальном положении в помещении, предназначенном 
для хирургических манипуляций, проводили местную анестезию путем внутрикож-
ной инъекции 2%-ного раствора лидокаина над поверхностью задней группы мышц 
голени. Затем выполняли кожный разрез с помощью однократного хирургического 
лезвия и производили стерильный забор ткани с помощью биопсийной аспирацион-
ной иглы Бергстрема. После извлечения иглы рану обрабатывали гемостатической губ-
кой и закрывали бактерицидным лейкопластырем. После взятия биопсии у пациентов 
с хроническим критическим состоянием и у здоровых добровольцев мышечная ткань 
в течение одной минуты замораживалась в жидком азоте для последующих анализов.

Анализ экспрессии генов
Для анализа экспрессии мРНК генов из мышечной ткани с помощью набора RNeasy 

micro kit («Qiagen», США) была выделена тотальная фракция РНК и использована в ка-
честве матрицы для проведения обратной транскрипции с последующей ПЦР-реак-
цией. Для проведения обратной транскрипции были использованы компоненты фир-
мы «Синтол» (Россия): 30 мкМ случайных гексануклеотидов, 17.4 мкМ олиго-d(T)15, 
1.3 мМ дНТФ, 0.02 ед./мкл ингибитора РНКазы, 6 ед./мкл M-MLV-ревертазы, 5х-буфер 
для M-MLV-ревертазы. Обратную транскрипцию проводили в амплификаторе (CFX96 
Touch Real-Time PCR Detection System, «Bio-Rad Laboratories», США). Для проведе-
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ния ПЦР в реальном времени использовали полученную в результате обратной транс-
крипции кДНК, праймеры с концентрацией 10 мкМ мастер-микс (0.3 мМ дНТФ, 3 мМ 
MgCl2, 2.5 мкл 10-кратного ПЦР-буфера Б (pH 8.8), 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы, 
«Синтол»). Нормирование данных ПЦР проводили на экспрессию housekeeping генов 
RPL13a и GAPDH. Все праймеры, использовавшиеся в эксперименте, представлены 
в табл. 1.

Анализ содержания белков в тотальной фракции камбаловидной мышцы
Для выделения тотальной белковой фракции был использован набор реагентов RIPA 

Lysis Buffer System («Santa Cruz», США). При этом дополнительно использовались ин-
гибиторы протеаз Complete Protease Inhibitor Cocktail («Santa Cruz», США), 10 мкг/мл 
апротинина («SIGMA», США), 10 мкг/мл лейпептина («SIGMA», США), 10 мкг/мл пеп-
статина («SIGMA», США), «complete Mini Protease Inhibitor Cocktail» (Roche, Швейца-
рия) 20 мкл, фосфоингибиторный коктейль («Santa Cruz», США) 40 мкл.

Для проведения электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) образцы разво-
дились в двукратном буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na, 
20%-ный глицерин, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 0.02%-ный бромфеноловый синий). 
Электрофорез был проведен в 10%-ном разделяющем ПААГ. Образцы группы CI за-
гружались на один гель с контрольными образцами. Электрофорез проводили при силе 

Таблица 1. Список использованных в работе праймеров

Ген Последовательность праймеров (5’ – 3’)

ColIa
F GATTCCCTGGACCTAAAGGTGC
R AGCCTCTCCATCTTTGCCAGCA

ColIIIa
F TGGTCTGCAAGGAATGCCTGGA
R TCTTTCCCTGGGACACCATCAG

ColIV
F TTCCTGTACTGCAACCCTGGTGAT
R ATATCCGATCCACAAACTCCGCCA

ColVIa
F AGCCTACGGAGAGTGCTACA
R GTCCTGGGAATCCAATGGGG

CTGF
F CTCCTGCAGGCTAGAGAAGC
R GATGCACTTTTTGCCCTTCTT

INTGα7
F CCTGTCCAATGAGAATGCCTCC
R TCTACCTCCAGTTCCGTGGTCT

INTGβ1
F GGATTCTCCAGAAGGTGGTTTCG
R TGCCACCAAGTTTCCCATCTCC

Fibronectin
F ACAACACCGAGGTGACTGAGAC
R GGACACAACGATGCTTCCTGAG

GAPDH
F CCAGTATGATTCTACCCACGGC
R CGGAGATGATGACCCTTTTGGC

Rpl13a
F AGCTCATGAGGCTACGGAAA  
R CTTGCTCCCAGCTTCCTATG
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тока 17 мА на гель в мини-системе («Bio-Rad Laboratories») при комнатной температу-
ре. Электроперенос белков проводили на нитроцеллюлозную мембрану при 100 В при 
температуре 4°C в течение 120 мин в системе mini Trans-Blot («Bio-Rad Laboratories»). 
После электропереноса НЦ-мембраны инкубировали в растворе 5%-ного сухого моло-
ка («Bio-Rad Laboratories») в PBST (PBS + 0.1% Tween 20) в течение 1 ч при комнатной 
температуре. Для выявления белковых полос использовали первичные поликлональ-
ные антитела. В качестве вторичных антител использовали антитела goat anti-rabbit, 
конъюгированные с пероксидазой хрена («Santa Cruz», США) в разведении 1:50000. 
Инкубация блотов с первичными антителами проводилась в течение ночи при 4°С, 
со вторичными антителами 1 ч при комнатной температуре. Анализ белковых полос 
проводили с использованием C-DiGit Blot Scanner («LI-COR Biotechnology», США). 
Все измерения плотности изображений проводились в линейном диапазоне проявляю-
щего реагента и сканера. Медиану оптического поглощения (ОП) полос вывешенной 
группы делили на медиану ОП полос соответствующей контрольной группы, отличия 
выражали в процентах. Медиану ОП полос контрольной группы принимали за 100%. 
Статистическая обработка данных вестерн-блота производилась с помощью програм-
мы Image Studio Digits Ver4.0.

Определение коллагена
Гистохимический анализ коллагена проводили в соответствии с Segnani и соавт. 

[29]. Поперечные замороженные срезы (толщиной 10 мкм) образцов камбаловидной 
мышцы готовили с помощью криостата Leica CM 1900 (Leica, Брауншвейг, Германия) 
при –20°C. После этого срезы фиксировали в 4%-ном PFA в течение 20 мин и про-
мывали дистиллированной водой. Затем срезы инкубировали в 0.04%-ном раство-
ре светло-зеленого (Light green SF yellowish (CI 42095), SERVA FEINBIOCHEMICA 
GmbH & Co. KG, Гейдельберг, Германия) в течение 15 мин при комнатной темпера-
туре, промывали дистиллированной водой в течение 10 мин и инкубировали в 0.1% 
-ном растворе светло-зеленого с 0.04% Sirius Red (Direct Red 80, «Sigma Aldrich», 
США) в насыщенной пикриновой кислоте в течение 30 мин. После этого срезы про-
мывали 0.5%-ной соляной кислотой и фотографировали. Срезы анализировали с по-
мощью флуоресцентного микроскопа Leica Q500MC со встроенной цифровой каме-
рой (TCM 300F, Leica, Германия) и объективным увеличением 400x. Компьютерный 
анализ изображений проводился с использованием специального плагина для ImageJ 
1.52a. Общую площадь, занимаемую коллагеном на срезах, рассчитывали и выража-
ли в относительных единицах. 

Статистическая обработка данных
Данные представлены как средние ± SEM. Средние значения всех групп показаны 

в % от Контроля. Чтобы проверить, были ли различия между группами статистически 
значимы, учитывая небольшой размер выборки и сравнения между двумя группами, 
был использован непараметрический U-критерий Манна – Уитни. Значение p менее 
0.05 расценивали как статистически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ОБСУЖДЕНИЕ

Коллаген является наиболее распространенным белком внеклеточного матрик-
са (ECM) и выполняет несколько важных функций в скелетных мышцах, включая: 
обеспечение прочности на растяжение и эластичности; передачу мышечных усилий 
костям; регуляцию прикрепления и дифференцировки клеток [30, 31]. Эффекты им-
мобилизации на ЕСМ скелетных мышц не совсем однозначны. В ранних исследова-
ниях было показано, что у крыс снижается как активность гидроксилазы, так и содер-
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жание гидроксипролина (аминокислота, составляющая коллаген) [22, 32, 33]. Позже 
было обнаружено, что изменения содержания коллагена в ответ на кратковременную 
иммобилизацию или разгрузку довольно небольшие [34, 35]. Недавние исследования 
показали, что содержание коллагена I и биомеханические свойства (модуль упругости, 
максимальное напряжение) фасции голени, окружающей трехглавую мышцу голени 
крысы, значительно увеличиваются уже после 21-го дня разгрузки задних конечно-
стей [36]. В исследованиях, проведенных в нашей лаборатории, было показано, что 
коллаген снижает свою экспрессию после 7 и 21 суток ограничения подвижности [37], 
а также после 14-суточного антиортостатического вывешивания грызунов [38]. У лю-
дей иммуногистохимическое окрашивание не выявило изменений в плотности сети 
коллагена I после 60 дней постельного режима [39], также не было выявлено измене-
ний в содержании тотального коллагена [40]. В данной работе содержание коллагена, 
измеренное на срезах камбаловидной мышцы, у пациентов с CIM на 82% превыша-
ло значения контроля (рис. 1). Помимо изменения, потери или нарушения некоторых 
специфических компонентов ЕСМ  в физиологических и патологических состояниях, 
жесткость ЕСМ сама по себе, по-видимому, является важным фактором, регулирую-
щим рост и функцию мышечных клеток [41]. Покоящиеся скелетные мышцы и мы-
шечные трубки в культуре демонстрируют одинаковую упругую жесткость, тогда как 
старые и дистрофические мышцы в несколько раз жестче [42]. Причиной таких изме-
нений является повышенное накопление внеклеточного матрикса, особенно отложение 
коллагена фибробластами в результате повторяющихся событий мышечной дегенера-
ции-регенерации [41].

Рис. 1. Окрашивание волокон m.soleus на коллаген. Con – здоровые люди, CI – критические состояния. * – 
достоверное отличие от Con (p < 0.05). Данные представлены в виде медианы и межквартильного интервала 
(0.25–0.75) ± минимальное и максимальное значения.
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Ранее было изучено содержание мРНК коллагена I в камбаловидной мышце в экс-
периментах по вывешиванию задних конечностей и обнаружено выраженное сниже-
ние экспрессии на третий день, которое сменилось восстановлением до контрольного 
уровня к седьмым суткам вывешивания [43]. В свою очередь, экспрессия мРНК колла-
гена III в камбаловидной мышце снизилась после семи дней вывешивания [38]. Экс-
прессия мРНК коллагенов различного типа также снижалась в скелетной мышце после 
5 суток сухой иммерсии [44]. В этой работе мы наблюдали достоверное увеличение со-
держания коллагенов I и III в камбаловидной мышце пациентов с CIM на 534% и 832% 
соответственно (рис. 2a, b).

Также нами было проведено изучение экспрессии мРНК коллагенов разного типа. 
Мы наблюдали достоверное увеличение содержания мРНК коллагена I, III и VIa (рис. 
3a, b, e). При этом экспрессия коллагена II и IV не изменялась (рис. 3b, d).

Фактор роста соединительной ткани (CTGF) представляет собой белок, участвую-
щий в различных критических биологических процессах, особенно во время эмбрио-
нального развития, где он экспрессируется в высокой степени. Во взрослом возрасте 
экспрессия CTGF минимальна в большинстве тканей, однако его уровни повышаются 
при повреждении тканей и различных патологических состояниях [45–47]. Мы пред-
положили, что фиброз скелетных мышц в условиях CIM связан именно с этим факто-
ром роста. Однако мы не обнаружили увеличения экспрессии CTGF (рис. 4a). Кроме 
того, не было обнаружено изменения экспрессии мРНК другого важного белка ECM 
– фибронектина (рис. 5b). 

Внеклеточные домены интегринов встроены во внеклеточный матрикс, тогда как 
внутриклеточный домен связывает талин и винкулин, косвенно соединяя интегрины 
с α-актинином в саркомере [48]. В скелетных мышцах изоформы интегрина разли-
чаются в зависимости от развития, при этом изоформа α7Bβ1D является первичной 
изоформой у взрослых костамеров; уровни и изоформы изменяются при физических 
нагрузках и при миопатиях [48–50]. Исследования также показали, что интегрины мо-
гут напрямую регулировать пролиферацию и дифференцировку сателлитных клеток, 

Рис. 2. Содержание коллагена I (a) и коллагена III (b). Con – здоровые люди, CI – критические состояния. * – 
достоверное отличие от Con (p < 0.05). Данные представлены в виде медианы и межквартильного интервала 
(0.25–0.75) ± минимальное и максимальное значения.
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Рис. 3. Содержание мРНК коллагена I (a), коллагена II (b), коллагена III (c), коллагена IV (d), коллагена VIa 
(e). Con – здоровые люди, CI – критические состояния. * – достоверное отличие от Con (p < 0.05). Данные 
представлены в виде медианы и межквартильного интервала (0.25–0.75) ± минимальное и максимальное 
значения.
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перестройку ECM, а также поддержание физиологической активности и гомеостаза са-
теллитных клеток [51–53]. Изучение содержания мРНК субъединиц интегринов пока-
зало достоверное снижение экспрессии на 40% только для субъединицы A7 (рис. 4c, d).

Иммобилизация обычно приводит к снижению активности ферментов биосинтеза 
коллагена в скелетных мышцах [34, 54], это позволяет предположить, что биосинтез 
коллагеновой сети снижается в результате снижения мышечной активности [55, 56]. 
Скорость общего синтеза коллагена зависит главным образом от общего белкового 
баланса ткани, но, по-видимому, на нее положительно влияет растяжение мышц [34, 
54–56]. В случае же длительного хронического нарушения сознания мы наблюдали 
значительное увеличение содержания компонентов ECM при существенном уменьше-
нии размера мышечных волокон [57]. Это сопровождается значительным увеличением 
синтеза мРНК коллагенов I, III и VIa. Также можно предположить, что эффект фиброза 
связан со снижением оборота коллагенов вместе со снижением активности убиквитин-
лигаз [57], что приводит к чрезмерному накоплению соединительной ткани и сопутст-
вующему увеличению неферментативного сшивания коллагеновых волокон [58–61]. 
Исследования на животных показывают, что возникающий фиброзный фенотип со-
провождается значительным увеличением мышечной жесткости [42, 62], что связано 
с изменением механотрансдукции, а также хемотаксическими и воспалительными ре-
акциями [61, 63].

Рис. 4. Содержание мРНК фактора роста соединительной ткани – CTGF (a), фибронектина (b), субъединицы 
интегрина A7 (c), субъединицы интегрина B1 (d). Con – здоровые люди, CI – критические состояния. * – до-
стоверное отличие от Con (p < 0.05). Данные представлены в виде медианы и межквартильного интервала 
(0.25–0.75) ± минимальное и максимальное значения.
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Таким образом, исследование внеклеточного матрикса у пациентов с ХНС выяви-
ло значительное увеличение экспрессии коллагенов I, III и VIa, наряду с пониженной 
экспрессией одной из субъединиц интегринов, что может быть связано со снижением 
распада коллагена в условиях хронического нарушения сознания и, как следствие, при-
водящее к развитию фиброза мышечной ткани. 
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Desmin Degradation in the Skeletal Muscle of Patients with Chronic Critical Illness
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Critical illness myopathy (CIM) is a primary myopathy that develops in critically ill 
patients. Histologic features of CIM include a general decrease in muscle fi ber cross-
sectional area and a predominant loss of the motor protein myosin. These features are 
observed in the absence of infl ammatory infi ltrates but with detectable cytokine activation. 
The purpose of this study was to examine the state of the extracellular matrix of the human 
soleus muscle under conditions of CIM caused by chronic impairment of consciousness. 
Incisional muscle biopsies were taken from the soleus muscle of 6 patients who were in 
a chronic critical condition and were treated in the Department of Anesthesiology and 
Reanimation at the A.L. Polenov Russian Research Institute - branch of the Almazov 
National Medical Research Center. The study included patients with a chronic impairment 
of consciousness lasting at least 2 months. Muscle biopsies taken from healthy men were 
used as controls. The biopsies were obtained using needle biopsy under local anesthesia. 
Using histological staining of tissue sections, it was determined that patients with CIM 
exhibited a signifi cant increase in collagen area, surpassing the control value by 82%. 
An increased mRNA content of collagens I, III, and VIa was also observed, along with 
an increase in the protein content of collagen I and III. At the same time, we did not 
observe any changes in the content of fi bronectin and extracellular tissue growth factor 
mRNA. However, we did observe an increase in the mRNA of the integrin A7 subunit. The 
results obtained indicate signifi cant skeletal muscle fi brosis under CIM conditions. Further 
studies on the signaling pathways that regulate this process are needed. 

Keywords: chronic critical illness, skeletal muscle, critical illness myopathy, extracellular 
matrix, collagen
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