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Изучено клиническое значение определения уровней антигенного овальбумина куриного яйца (ОВА) в сыворотке крови натощак и через 3 часа после перорального приема двух белков куриных яиц. Содержание ОВА анализировали с использованием двухвалентного твердофазного иммуноферментного теста на полистироле. Исследования проведены у 11 практически здоровых людей, у 10 больных глютеновой энтеропатией, леченных аглютеновой диетой сроком от 1 года до 5 лет и у 31 больного с синдромом раздраженного кишечника. Повышенное поступление ОВА в кровь после нагрузки наблюдалось у 6 больных глютеновой энтеропатией и в 24 случаях при синдроме раздраженного кишечника. Средний уровень ОВА в крови составил при глютеновой энтеропатии 40,3+15,0, а при синдроме раздраженного кишечника 24,6+4,3 нг/мл и был достоверно повышен в обеих группах в сравнении с контролем (1,0+0,4 нг/мл). Сделан вывод, что метод может быть рекомендован для использования в клинической практике и в дальнейших научных исследованиях с целью оценки состояния барьерной функции тонкой кишки. 
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Желудочно-кишечный тракт обладает функцией барьера, препятствующего поступлению во внутреннюю среду организма макромолекул пищевых белков, токсинов кишечной микрофлоры, живых микроорганизмов и вирусов. Эта его функция в норме обеспечивается сложной системой защитных механизмов, ограничивающих всасывание белковых антигенов в кровь [5,9,10,19]. 

Нарушенная (увеличенная) проницаемость кишечного барьера для макромолекул часто встречается при различных патологических состояниях, в том числе при хронических заболеваниях кишечника, как органических : болезнь Крона [11,23,24,31,35,40], глютеновая энтеропатия [7,8,14-16,21,22,26,27,30], так и преимущественно функциональных [1,6]. 

Нарушения проницаемости, сопровождающиеся поступлением во внутреннюю среду организма потенциально токсичных, аллергенных макромолекул, играют, по-видимому, немаловажную роль в патогенезе указанных заболеваний. В силу этого определение проницаемости кишечного барьера представляет значительный интерес для клинической науки и практики. Результаты этого исследования могут быть полезны при прогнозе и выборе тактики лечения, а также при целенаправленной разработке новых методов терапии, способствующих нормализации барьерной функции тонкой кишки. 

Однако, до сих пор в литературе отсутствует единый, общепризнанный подход к методике оценки кишечной проницаемости. Подавляющее число цитированных выше работ выполнено с использованием низкомолекулярных неметаболизируемых индикаторов проницаемости (полиэтилен-гликолей, сахаров, хелатного комплекса 51Cr-ЭДТА, декстранов, рентгеноконтрастных веществ). Эти методы уязвимы для критики ввиду возможного несоответствия в механизмах проникновения через кишечный барьер этих соединений и белковых макромолекул, составляющих большинство энтеральных антигенов. Применение в качестве индикаторов проницаемости пищевых белков сопряжено со значительными методическими трудностями [36-39]. Тем не менее, именно этот методический прием следует признать наиболее адекватным задачам исследования кишечной проницаемости в условиях клиники. В настоящее время разработан и достаточно широко апробирован твердофазный двухвалентный иммуноферментный тест, обладающий достаточной чувствительностью для того, чтобы определить поступление в кровь взрослых больных антигенного овальбумина куриного яйца (ОВА) и некоторых других пищевых антигенов после пероральной нагрузки дозой пищевого белка [6,25,26,30,32-34,41,42]. 

Задачей данной работы явилось изучение этим методом функционального состояния кишечного барьера у больных при некоторых заболеваниях органов пищеварения. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Были обследованы 10 больных глютеновой энтеропатией, леченных аглютеновой диетой сроком от 1 года до 5 лет, и 31 больной с синдромом раздраженного кишечника с преобладанием поносов, поступившие в стационар в период обострения заболевания в связи с неэффективностью лечения в амбулаторных условиях. Пищевой аллергии, в том числе на яйца, ни у кого из больных не выявлено. Проявления аллергических реакций немедленного типа на непищевые антигены (лекарственные препараты) установлены у 2 из 10 больных глютеновой энтеропатией. В группе больных с синдромом раздраженного кишечника аллергические реакции немедленного типа отмечены у 12 человек из 31. Из них у 4 диагностированы поллинозы, у 4 - дерматиты, у 2 - угревая сыпь лица, у 1 -лекарственная аллергия, у 1 - нейродермит, у 1 - бронхиальная астма. 

Уровень ОВА определяли в сыворотке крови натощак и через 3 часа после перорального приема двух белков сырых куриных яиц. С целью предупреждения заражения сальмонеллезом использовали только свежие “диетические” яйца, тщательно вымытые, при этом употреблялся только белок, а в эндемичные по сальмонеллезу периоды года (август, сентябрь) исследования не проводились. 

Концентрацию ОВА в сыворотке крови больных определяли с помощью двухвалентного твердофазного иммуноферментного теста на полистироле (“Sandwich-ELISA”), аналогичного официальному методу ВОЗ [цит. по 41]. 

При определении специфических антител к пищевым антигенам (глиадину пшеницы и ОВА) в сыворотке крови использовали непрямой твердофазный иммуноферментный тест на полистироле (стандартный ELISA) [2]. Уровень специфических антител выражали в титрах. За величину титра принималось такое разведение исследуемой сыворотки, которое давало в иммуноферментном тесте величину оптической плотности D492, равную 0,200 ровно. 

Концентрацию общих иммуноглобулинов E в сыворотке крови больных измеряли с помощью иммуноферментного набора фирмы Roche (Россия-Швейцария) согласно инструкции к набору. 

Статистическую обработку материалов выполняли с использованием пакетов программ EXCEL 5.0a и Winstat 4.3 согласно двустороннему t-критерию Стьюдента, непараметрическому U тесту углового преобразования Фишера и непараметрическому ранговому коэффициенту корреляции по Спирмену. 

РЕЗУЛЬТАТЫ НАБЛЮДЕНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Ранее в работе [42] была определена внутрилабораторная норма уровня ОВА в сыворотке крови после нагрузки 2 белками куриных яиц (см. табл.1). Концентрация ОВА выражалась в единицах нанограмм в миллилитре (нг/мл). В состав контрольной группы вошли 11 практически здоровых людей без специфической аллергической и (или) гастроинтестинальной патологии. Верхняя граница нормы уровня ОВА в сыворотке крови была определена как среднее по группе плюс 2 стандартных отклонения (M+2*SD), что составило 3,8 4 нг/мл. Превышение этого уровня в контрольной группе отмечено только у 1 человека . При этом повышенное поступление овальбумина в кровь после нагрузки наблюдалось в 6 из 10 случаев при глютеновой энтеропатии и в 23 из 31 случая при синдроме раздраженного кишечника. Различие по этому показателю с контрольной группой как для больных глютеновой энтеропатией, так и для больных с синдромом раздраженного кишечника высоко достоверно (P<0,01 и P<0,001 соответственно, U-тест). Средний уровень ОВА в крови составил при глютеновой энтеропатии 40,3 15,0 , а при синдроме раздраженного кишечника 24,6 4,3 нг/мл и был достоверно повышен в сравнении с контролем (1,0 0,4), согласно t-тесту (Табл.1). 

Как видно из данных Табл.1, средние уровни ОВА в крови больных до приема белков куриных яиц были низкими. Однако у 13 из 41 обследованного больного анализ выявил ненулевые концентрации ОВА в крови до нагрузки. Данный результат может объясняться наличием постоянно циркулирующей фракции этого антигена, поступающего в организм с обычной диетой, или, возможно, присутствием эндогенных анти-идиотипических антител [17]. 

Внутрилабораторная норма титров антител сыворотки крови к глиадину пшеницы и ОВА была определена в группе 8 практически здоровых лиц без аллергической и гастроинтестинальной патологии. Среди них среднее геометрическое титра антител к ОВА составило 1:220 при диапазоне колебаний от <1:100 до 1:1030. Среднее геометрическое титра антител к глиадину равнялось 1:570 при диапазоне колебаний от <1:100 до 1:1800 (см.Рис.1). 

Титры антител к глиадину были в пределах нормы у всех больных глютеновой энтеропатией, т.к. пациенты соблюдали аглютеновую диету сроком от 1 до 5 лет, а также у больных с синдромом раздраженного кишечника (Рис.1). 

Титры антител к ОВА были повышенными у 5 из 10 больных глютеновой энтеропатией и у 3 из 31 больного с синдромом раздраженного кишечника. Среднее геометрическое титра антител к ОВА у больных глютеновой энтеропатией составило 1:1020, что было статистически достоверно выше, чем в контрольной группе. У больных с синдромом раздраженного кишечника среднее геометрическое титра антител к ОВА составило 1:240, что не превышало средних показателей в контрольной группе (Рис.1). 

Таким образом, концентрация антител к ОВА в крови в значительно меньшей степени отражает повышенную проницаемость кишечного барьера по отношению к белковым макромолекулам, чем непосредственное определение белкового антигена в сыворотке крови после нагрузки им перорально. 

Верхняя граница нормы содержания общих IgE в сыворотке крови составляет для здоровых взрослых 100 мЕ/мл (международных единиц в миллилитре). Повышение уровня IgE сверх этого значения интерпретируется, обычно, как наличие у больного атопической болезни (IgE-опосредованной аллергии немедленного типа). В редких случаях повышенные уровни IgE могут отмечаться при некоторых онкологических заболеваниях (миеломная болезнь), а также при гельминтозах (аскаридоз, трихинеллез). Глистных инвазий и онкологических заболеваний у обследованных нами больных не выявлено, следовательно, повышение уровня IgE свидетельствовало о наличии у части больных сопутствующей основному заболеванию аллергической сенсибилизации. В группе больных глютеновой энтеропатией незначительное повышение уровня IgE отмечено у 2 человек из 10 . У этих больных клинически выявлялась лекарственная аллергия. В группе больных с синдромом раздраженного кишечника повышение уровня IgE выявлено у 11 больных из 31 . Средний уровень IgE составил у больных с синдромом раздраженного кишечника в подгруппе с клиническими симптомами аллергии немедленного типа 438 мЕ/мл, а в подгруппе без клинических симптомов аллергии - 22 мЕ/мл (Табл.1.). Корреляции между уровнем IgE и повышением проницаемости кишечного барьера к ОВА после нагрузки перорально яичным белком не установлено (R=-0,01; P>0,1). Средние уровни ОВА в сыворотке крови у больных указанных подгрупп различались недостоверно (см. табл.1). В этом отношении полученные нами результаты согласуются с данными работ [12,13,18,28,29]. В исследовании [1] также было показано, что нарушенная проницаемость барьера желудочно-кишечного тракта у людей, страдающих пищевой аллергией, выявляется только в тех случаях, когда аллергическая реакция развивается непосредственно в ткани кишки. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что повышенная проницаемость тонкой кишки часто выявляется как при органических заболеваниях тонкой кишки (при глютеновой энтеропатии), так и при преимущественно функциональных хронических заболеваниях кишечника (при синдроме раздраженного кишечника). Однако степень нарушения проницаемости при органических заболеваниях тонкой кишки большая, чем при синдроме раздраженного кишечника. Большая частота выявления повышенной проницаемости тонкой кишки у больных с синдромом раздраженного кишечника по сравнению с больными глютеновой энтеропатией, обнаруженная в наших исследованиях, объясняется, прежде всего, тем, что обследованные нами больные глютеновой энтеропатией получали аглютеновую диету в течение длительного промежутка времени. При этом, в том случае, если учитывать только больных с уровнями ОВА, превышающими норму, то средняя концентрация ОВА при глютеновой энтеропатии (60,4+17,2 нг/мл) оказывается почти в 2 раза выше, чем у больных с синдромом раздраженного кишечника (32,0+4,8) (см. табл.1). Это ставит вопрос о необходимости поиска новых методов лечения, направленных на нормализацию функционального состояния кишечного барьера. 

Дополнительной причиной выявления более низких концентраций ОВА в сыворотке крови после нагрузки куриными белками может быть занижение результатов определения за счет эффекта конкуренции со стороны эндогенных специфических антител к белку, используемому в качестве индикатора. В ходе отработки метода определения ОВА нами было показано, что 100-кратный (по массе) избыток добавляемых в пробу кроличьих антител к ОВА практически не влияет на результат его иммуноферментного определения. Тем не менее, не исключено, что при особо высоких титрах специфических антител к ОВА у части больных определяемые величины его всасывания могут быть несколько заниженными. 

Данное положение можно проиллюстрировать примером больной М-ной с диагнозом: глютеновая энтеропатия. При первичном обследовании титр антител к ОВА был 1:8700, а уровень ОВА в сыворотке крови - 0,2 нг/мл. При повторном обследовании после лечения выявлен титр антител к ОВА 1:3300, а концентрация ОВА в сыворотке - 11 нг/мл. Этот пример показывает, что в результате снижения титра эндогенных антител к ОВА эффект торможения иммуноферментного анализа по-видимому частично или полностью снимается, позволяя выявить реальную величину проницаемости для белкового антигена, которая остается у этих больных повышенной по сравнению с нормой. 

Надежное определение проницаемости кишечного барьера для белкового антигена, вероятно, должно дополняться оценкой уровня специфических антител к белку, используемому в качестве индикатора. 

Итак, результаты настоящей работы позволяют заключить, что метод определения овальбумина в сыворотке крови после нагрузки двумя белками куриных яиц может быть рекомендован для включения в клиническую практику с целью выявления повышенной проницаемости кишечного барьера для белковых макромолекул. 

ВЫВОДЫ
1. Определение уровня овальбумина в сыворотке крови после пероральной нагрузки белком куриных яиц в сочетании с анализом концентрации в сыворотке крови эндогенных антител к ОВА позволяет надежно оценить повышенную проницаемость кишечного барьера для белковых макромолекул. 

2. Концентрация антител к ОВА в крови в значительно меньшей степени отражает повышенную проницаемость кишечного барьера по отношению к белковым макромолекулам, чем непосредственное определение этого антигена в сыворотке крови после нагрузки им перорально. 

3. Повышение проницаемости тонкой кишки к ОВА часто встречается как при органических, так и при преимущественно функциональных хронических заболеваниях кишечника (при глютеновой энтеропатии и синдроме раздраженного кишечника). Однако, степень повышения кишечной проницаемости значительно выше при органических заболеваниях тонкой кишки по сравнению с преимущественно функциональными. 

4. При длительном лечении больных глютеновой энтеропатией аглютеновой диетой проницаемость кишечного барьера для макромолекул остается значительно повышенной более, чем у половины больных. Необходим поиск новых дополнительных методов терапии, направленных на нормализацию барьерной функции тонкой кишки. 
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Таблица 1. Характеристика обследованных групп больных. 
  

	№№ групп
	Группы, подгруппы больных
	Число боль-ных
	Воз-раст (лет)
	Пол (м/ж)
	Средний уровень ОВА в крови, M+m, 

нг/мл
	Средний уровень общих IgE в крови,

	 
	 
	 
	 
	 
	До нагру-зки
	После 

нагрузки
	M+m, 

мЕ/мл

	1
	Глютеновая энтеропатия (ГЭ)
	10
	24-70
	2/8
	5,7+2,4
	40,3+15,0 1
	44,4+15,3

	2
	ГЭ, больные с нарушенной проницаемостью кишки для ОВА
	6
	24-66
	0/6
	7,5+3,3
	60,4+17,2 1
	31,2+9,4

	3
	Синдром раздраженного кишечника (СРК)
	31
	16-59
	10/21
	5,1+1,4
	24,6+4,3 1
	185,6+56,9

	4
	СРК, больные с нарушенной проницаемостью кишки для ОВА
	23
	23-59
	5/18
	4,7+1,3
	32,0+4,8 1
	127,4+51,1

	5
	СРК, больные, страдающие аллергией
	12
	23-59
	6/6
	3,9+1,3
	20,3+7,71
	438+119 2

	6
	СРК, больные без сочетанной аллергии
	19
	16-58
	4/15
	5,9+2,1
	27,4+5,2 1
	21,5+4,3 2

	7
	Контрольная группа [42]
	11
	22-48
	5/6
	-
	1,0+0,4
	Норма менее 

100


Примечания. 1) Различия с группой № 7 (контроль) достоверно, Р<0,05 

2) Различие для групп №№ 5 и 6 достоверно, P<0,01 
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Подписи к рисункам статьи 

А.И.Парфенова, В.К.Мазо, И.В.Гмошинского, С.А.Сафоновой и Н.И.Екисениной “Клиническое значение определения овальбумина в крови после пероральной нагрузки дозой белков куриных яиц”. 

Рисунок 1. Средние геометрические титров специфических антител к ОВА и глиадину (см. легенду к рисунку) у больных глютеновой энтеропатией и синдромом раздраженного кишечника (СРК) и в контрольной группе. 

Ось абсцисс - среднее геометрическое титра; ось ординат - группы пациентов. (*)- различие с контрольной группой достоверно, P<0,01. 



SUMMARY 

CLINICAL VALUE OF OVALBUMIN DETERMINATION IN BLOOD AFTER INGESTION OF TWO HEN’S EGGS 

A.I.Parfenov, V.K.Mazo, I.V.Gmoshinski, S.A.Safonova, N.I.Ekisenina
There was studied a clinical significance of chick’s egg ovalbumin (OVA) levels measurement in blood after fasting and 3 hours later ingestion of two hen’s eggs whites. OVA concentration was measured by means of “Sandwich”-type ELISA on polystyrene. Tests were run in 11 healthy persons, 10 patients with celiac disease treated with gluten free diet from 1 to 5 years and in 31 patients with irritated bowel syndrome. Increased uptake of OVA was noticed in 6 celiac persons and in 24 cases of irritated bowel syndrome. Mean (M m) OVA level in blood was equal to 40.3 15.0 nag/ml in celiac disease and 24.6 4.3 nag/ml in irritated bowel syndrome both being significantly increased in comparison to control healthy group (1.0 0.4 ng/ml). It was concluded that this method could be recommended for clinical trials and in further investigations of intestinal barrier function in humans. 

