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В настоящей инструкции по применению (далее инструкция) изложен 

метод оценки риска инфаркта мозга (ИМ) при проведении его вторичной 

профилактики в группе лиц с преходящими нарушениями мозгового 

кровообращения (ПНМК), включающих транзиторную ишемическую 

атаку и церебральный гипертонический криз (код МКБ-10 – G45). 

Вышеуказанная группа дополнительно подразделяется по уровню 

производства активных форм азота (АФА), в данном случае, монооксида 

азота (NO) и пероксинитрита в остром периоде ПНМК. Описанный в 

инструкции метод предназначен для проведения технологического 

процесса спектрофотометрического определения концентрации 

стабильных метаболитов NO: нитрит- и нитрат-ионов (NOx) в плазме 

крови, на основе которого осуществляется ранжирование пациентов с 

ПНМК. Методология исследования основана на различии в скорости 

производства NO, определяемому по уровню  NOx , в клетках (в основном, 

иммунной системы и эндотелия) в норме и при их активации в условиях 

патологического процесса, на фоне которого развивается ПНМК. 

Инструкция предназначена для врачей-лаборантов, врачей-терапевтов 

и врачей-неврологов лечебно-диагностических стационаров различного 

профиля. 

Перечень необходимых медицинских изделий, реактивов и пр. 

Лабораторное оборудование, применяемое для определения 

концентрации NOx в плазме крови, представлено в таблице 1. 

Таблица 1 — Оптимальный набор оборудования  

Наименование оборудования и основные характеристики 
Количе

ство 

Высокоскоростная термостатированная центрифуга (10 000 –  

15 000×g) с ротором для пробирок типа «Eppendorf» объемом 
1 
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1,5мл, с диапазоном рабочих температур от 0 С до +25 С 

Твердотельный термостат с возможностью поддержания рабочей 

температуры от 0 С до100 С 
1 

Бытовая морозильная камера с возможностью поддержания 

рабочей температуры минус 20 С 
1 

Планшетный спектрофотометр, позволяющий проводить 

измерения на длинах волн 550 нми 650 нм 
1 

Шкаф вытяжной лабораторный 1 

Весы торсионные 1 

Также необходимы следующие расходные материалы: 

микроцентрифужные пробирки на 1,5 мл; планшеты 96-ти луночные 

прозрачные; дозаторы пипеточные разных объемов; наконечники с 

фильтром разных объемов; халаты, резиновые перчатки, фильтровальная 

бумага, штативы для пробирок, стеклянная химическая посуда и др. 

В таблице 2 приведен список реагентов для проведения 

исследования. 

Таблица 2 − Список реагентов, необходимых для проведения анализа 

Наименование реагентов 

Реактив Грисса, состоящий из двух равных частей: 

раствора I (0.1% раствор N-(1-нафтил)-этилендиамина в 

деионизированной воде), 

раствора II (0,35% раствор 4,4'-диаминодифенилсульфона в 2Н соляной 

кислоте) 

Хлорид ванадияIII(VCl3) 

Раствор соляной кислоты 0,1Н 

Этанол 96%  

Нитрат калия (10мМ раствор) 
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Для установления концентрации NOx в плазме крови применяют 

метод определения концентрации нитрит-ионов на основе реакции Грисса 

с образованием окрашенного продукта, концентрацию которого 

определяют спектрофотометрически с помощью микропланшетного 

фотометра с использованием в качестве основной длины волны =550 нм, 

а в качестве референсной  =650 нм. Нитрат-ионы предварительно 

восстанавливают в реакции с хлоридом ванадия III (VCl3). Работа с 

растворами проводится в вытяжном шкафу  в резиновых перчатках. 

Показания к применению 

Преходящие нарушения мозгового кровообращений в остром 

периоде, включающие транзиторную ишемическую атаку и церебральный 

гипертонический криз (код МКБ-10 – G45). 

Противопоказания для применения  

Отсутствуют.  

Описание технологии используемого метода 

1. Материал для исследования 

Используется кровь из периферической (локтевой) вены. Забор 

крови проводится утром натощак в пробирку, обработанную раствором 

этилендиамина. Полученный материал смешивается путем плавного 

переворачивания пробирки 4-5 раз и доставляется в лабораторию. Забор 

крови у одного пациента осуществляется дважды: при его поступлении в 

стационар на 1-2 сутки (или при первом после ПНМК амбулаторном 

обращении) и на 10-е сутки острого периода ПНМК. 

2. Проведение измерений 

Для определения концентрации NOx в плазме крови используется 

метод с одновременным восстановлением нитрат-ионов до нитрит-ионов 

и определением концентрации нитрит-ионов с помощью 

модифицированного реактива Грисса. Образцы плазмы крови объемом 
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300 мкл смешивают с 600 мкл этанола (96%) в полипропиленовых 

пробирках с крышкой типа Эппендорф (1,5 мл), инкубируют в течение 1 

часа (-20°С) и центрифугируют в течение 2 мин (4°С, 14000 g). Затем 500 

мкл супернатанта переносят в чистые пробирки и смешивают с 250 мкл 

свежеприготовленного реактива Грисса, состоящего из 2 частей VCl3 (8 

г/л в 0,1 М НСl), 1 части раствора I (0,1% раствор N-(1-нафтил)-

этилендиамина в деионизированной воде) и 1 части раствора II (0,35% 

раствор 4,4'-диаминодифенилсульфона в 2Н НСl). После этого образцы 

инкубируют в течение 30 мин (37°С) с периодическим перемешиванием 

содержимого. Образцы снова центрифугируют в течение 2 мин (4°С, 

14000 g), и 300 мкл супернатанта переносят в ячейки прозрачных 96-

луночных планшетов. Оптическую плотность на длине волны 550 нм 

измеряют с помощью планшетного фотометра. Концентрацию NOx 

определяют по калибровочной кривой, построенной по результатам 

измерения оптической плотности для водного раствора нитрита натрия с 

линейным участком в диапазоне концентраций 0,1 100,0 мкМ/л. 

3. Заключение 

Определение параметров распределения нитрит- и нитрат-ионов в 

плазме крови пациентов с ПНМК с помощью модифицированного 

реактива Грисса в динамике острого периода имеет важное 

прогностическое значение и может быть использовано для формирования 

групп адресной активной вторичной профилактики ИМ, нуждающихся в 

дополнительном контроле и лечебных мероприятиях по коррекции 

эндотелиальной дисфункции (код МКБ-10 – Z03 «Медицинское 

наблюдение и оценка при подозрении на заболевание или патологическое 

состояние»). В соответствии с выявленным нормальным диапазоном 

концентрации NOx в плазме крови, граничным верхним значением 

которого является 33 мкМ, пациенты с ПНМК на десятые сутки 
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острейшего периода заболевания в зависимости от динамики 

концентрации NOх в плазме крови могут быть отнесены к одной из 

четырех групп риска по возникновению ИМ для определения 

направления вторичной профилактики ИМ.  

Группа низкого риска: Концентрация NOх не превышает пороговых 

значений контроля и не увеличивается в течение острого периода и 

составляет при первом (1-2 сутки) и при повторном измерении (10 сутки) 

< 33 мкМ.  

Мероприятия в группе: Динамическое наблюдение, выполнение 

мероприятий по вторичной профилактике ИМ согласно приказу 

Министерства здравоохранения Республики Беларусь от 09.09.2011 №878 

«Об утверждении Инструкции по профилактике инфаркта мозга и 

транзиторных ишемических атак» (далее – Приказ МЗ РБ №878) и 

«Клиническим протоколам диагностики и лечения больных с патологией 

нервной системы» (далее – клинические протоколы). 

Группа среднего риска: Группа компенсированной эндотелиальной 

дисфункции, концентрация NOх при первом измерении (1-2 сутки) 

составляет > 33 мкМ, а при повторном измерении (10 сутки) –< 33 мкМ.  

Мероприятия в группе: Динамическое наблюдение, выполнение 

мероприятий по вторичной профилактике ИМ согласно приказу МЗ РБ    

№ 878 и клиническим протоколам. Динамический контроль NOх на 30 

сутки острого периода. При отсутствии нарастания NOх – действия 

аналогичны группе 1. 

Группа высокого риска: Концентрация NOх не превышает пороговые 

значения при первом измерении (1-2 сутки) (< 33 мкМ), но нарастает в 

процессе острейшего периода (при повторном измерении (10 сутки) >33 

мкМ), что свидетельствует об усугублении эндотелиальной дисфункции и 

является предиктором неблагоприятного прогноза по возникновению ИМ. 
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Мероприятия в группе: Динамическое наблюдение, выполнение 

мероприятий по вторичной профилактике ИМ согласно приказу МЗ РБ № 

878 и клиническим протоколам. Динамический контроль NOх на 30 сутки 

острого периода. Обязательна дополнительная антиоксидантная терапия. 

Группа крайне высокого риска: Концентрация NOх стабильно 

высокая, что свидетельствует о выраженной эндотелиальной дисфункции 

в сочетании с асептическим воспалительным процессом. концентрация 

NOх составляет при первом (1-2 сутки) и при повторном измерении (10 

сутки) > 33 мкМ.  

Мероприятия в группе: Динамическое наблюдение, выполнение 

мероприятий по вторичной профилактике ИМ согласно приказу МЗ РБ    

№ 878 и клиническим протоколам. Динамический контроль NOх на 30 

сутки острого периода. Антиоксидантная терапия. Дополнительное 

обследование для выявления базового процесса, приводящего к активации 

NO-синтаз (проведение ультрасонографической диагностики сердца, 

ультразвуковой диагностики состояния органов брюшной полости). 

4. Возможные ошибки при проведении определения NOx 

1. Забор материала для определения уровня NOx следует проводить 

утром, натощак, в покое, так как прием пищи, богатой нитратами, 

оказывает влияние на результаты определения концентрации NOх в 

плазме крови. 

2. Обязательным условием является депривация курения у пациентов 

с ПНМК. 

3. Искажение результатов определения концентрации NOх в плазме 

крови может быть вызвано приемом нитрат-содержащих лекарственных 

препаратов, что следует учитывать при составлении карты пациента. 
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ОБОСНОВАНИЕ ЦЕЛЕСООБРАЗНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ  

МЕТОДА ОЦЕНКИ РИСКА ИНФАРКТА МОЗГА  

 

Преходящие нарушения мозгового кровообращения (ПНМК) – остро 

возникающее изменение мозговых функций сосудистого генеза, 

проявляющееся очаговой, общемозговой или смешанной симптоматикой, 

регрессирующей в течение 24 часов, включающие транзиторную 

ишемическую атаку и церебральный гипертонический криз  [1, 2, 5]. По 

статистике у 4-8% пациентов, перенесших кратковременный 

неврологических дефицит сосудистого генеза, в течение месяца после 

первого эпизода развивается инфаркт мозга, а в течение 5 лет 30% 

заболевших имеют стойкий дефект [3,4].  

Развитие патологии сосудистого генеза могут вызывать множество 

факторов [4]. Однако все они запускают несколько основных механизмов, 

вовлекающих в процесс три типа клеток: эндотелиальные, мышечные и 

клетки крови (в основном лейкоциты). Одним из ключевых участников 

этих механизмов является монооксид азота (NO) и его производные, 

включая пероксинитрит  (NOx) [48]. В сердечно-сосудистой системе NO 

выполняет ряд важных функций: вызывает вазодилатацию, снижение 

артериального давления, подавляет пролиферацию гладкомышечных 

клеток сосудов, уменьшает область повреждения, подавляет 

взаимодействие лейкоцитов с клетками эндотелия, предотвращает 

развитие атеросклероза, активирует гуанилатциклазу и т.д. [27]. 

Уменьшение доступности NO критически сказывается на 

функционировании сосудистой системы.  

NOx способствует снижению концентрации NO несколькими путями. 

Во-первых, NO взаимодействует с  супероксидным анион-радикалом с 

образованием пероксинитрита. Во-вторых, пероксинитрит способен 
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переключить активность NO-синтазы на синтез супероксидного анион-

радикала, а не NO. Как агент, вызывающий окислительный стресс, NOx 

запускает апотоз кардиомиоцитов, эндотелиальных клеток и 

гладкомышечных клеток сосудов, уменьшает сократительную 

способность кардиомиоцитов, вызывает необратимое ингибирование 

митохондриального дыхания. NOх способствует экспрессии «молекул 

адгезии» на поверхности эндотелиальных клеток, адгезии лейкоцитов, 

активации функций лейкоцитов и продолжению воспалительного 

процесса. NOx нарушает структуру гликокаликса эндотелиальных клеток, 

межклеточного матрикса и структуру цитоскелета, а также активировать 

матрикс металлопротеиназу и ренин-ангиотензиновую систему, 

индуцируя некротическую гибель клеток сосудов и сердца [29]. 

Действие NOx на сердечно-сосудистую систему является 

двойственным [3]. Этот агент  может снижать выраженность сосудистого 

ответа на различные стимулы, либо вызывать вазодилатацию. 

Вазодилатация наблюдается in vitro при использовании NOx в малых 

концентрациях (1 мкм и меньше), а также при повторяющемся введении 

NOх в умеренных концентрациях (100 мкМ) [27-14]. Точные механизмы 

вазодилатации при действии NOx до сих пор не ясны. Предполагают, что 

они включают окисление тиолов пероксинитритом с образованием 

нитрозотиолов, доноров NO, который и вызывает дилатацию сосудов,  и 

активацию NOx аденозин-трифосфат-зависимых  калиевых каналов [20]. 

При этом отмечается, что при повторяющемся введении NOx в умеренных 

концентрациях наблюдается тахифилаксия, так как дилатация сосудов не 

может продолжаться долго при введении пероксинитрита в больших 

концентрациях. В этом случае проводимость аденозин-трифосфат-

зависимых  калиевых каналов снижается [31, 14]. Показано, что в 

зависимости от конкретных условий NOx может как ингибировать, так и 
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стимулировать агрегацию тромбоцитов [30]. В нескольких сообщениях 

описано положительное действие NOx, вводимого внутривенно при 

ишемии-реперфузии (уменьшение размеров области инфаркта, улучшение 

сократительных и сосудистых функций) [33-35]. Многие исследователи 

считают, что NOx может вносить существенный вклад в такие формы 

кардиопротекции, как прекондиционирование и посткондиционирование, 

предотвращая некротическую смерть клеток [10-18]. Пероксинитрит 

считают также и одним из основных участников развития толерантности к 

нитратам вследствие модифицирования им сигнальных путей с участием 

циклического гуанин-монофосфата [13].  

В организме человека существует несколько форм NO-синтазы: 

конституциональные (нейрональная NO-синтаза (nNOS1) и 

эндотелиальная NO-синтаза (eNOS3) и индуцибельная NO-синтаза 

(iNOS2). Конститутивные NOS образуют NO в наномолярных 

концентрациях, а индуцибельные – в микромолярных. Основными 

производителями NO в организме являются клетки иммунной системы 

(нейтрофилы и макрофаги) и эндотелиальные клетки. NO вступает в 

реакцию либо с молекулой кислорода с образованием азотистого 

ангидрида, либо с супероксидным анион-радикалом с образованием 

пероксинитрита. Азотистый ангидрид реагирует с SH-группами (в 

основном, тиолов) с образованием различных нитрозопроизводных 

(включая нитрозогемоглобин, нитрозоальбумин, нитрозоцистеин, 

нитрозоглутатион). При взаимодействии с молекулой воды азотистый 

ангидрид образует нитрит-ион. В реакциях NOx с белками, липидами и 

нуклеиновыми кислотами образуются нитропроизводные этих 

соединений. При спонтанном распаде пероксиазотистой кислоты в 

реакциях с металлами, их комплексами и металлсодержащими белками 

образуются нитрат- и нитрит-ионы. При стрессе, вызванном факторами 



11 

 

разной природы, в клетках, включая клетки иммунной системы, 

образуется в высокой концентрации супероксидный анион-радикал, что 

значительно увеличивает вероятность трансформации NO по пути, 

связанным с участием пероксинитрита. Таким образом, концентрация NOx 

в крови характеризует, в основном, общую ответную реакцию организма 

на стрессовое воздействие и, в меньшей степени, локальный 

воспалительный процесс. Концентрация NOx крови является 

динамическим показателем [21]. Она изменяется при таких стрессовых 

воздействиях на организм, как голодание, недостаток жидкости, 

кислорода, при физических нагрузках. В дополнение к нитрит- и нитрат 

ионам, образующимся в организме человека, эти соединения могут 

поступать в организм человека с пищей и водой. С помощью бактерий, 

населяющих человеческий организм, нитрат-ионы могут 

восстанавливаться до нитрит-ионов. Концентрация NOx в крови 

коррелирует с уровнем этих соединений в желудочном соке [42]. «Время 

жизни» (t1/2) нитрит-ионов в крови меньше 2 минут, а нитрат-ионов – 

около 5 8 часов [21]. Если взятие крови происходит через 10 12 часов 

после принятия пищи, то нитрат-ионы, содержавшиеся в пищевых 

продуктах, практически полностью выводятся из крови и не фиксируются 

в результатах анализа в плазме крови [43]. Концентрация NOx в крови 

изменяется (увеличивается) с возрастом, эти изменения носят нелинейный 

характер и зависят от пола пациента [43, 12]. Курение, в том числе 

курение кальяна, а также ожирение, беременность способствуют 

повышению концентрации NOx в крови [12, 49]. Средние концентрации 

нитрит- и нитрат-ионов в крови людей лежат в диапазоне от 5 до 90 мкМ с 

наиболее вероятным значением в области 20-30мкМ [28, 39].  

Ишемия и реперфузия мозга ведут к активации NOS. При активации 

eNOS3 NO продуцируется в небольших концентрациях и выполняет 
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нейропротекторную функцию: увеличивает ток крови по коллатералям, 

снижает выраженность апоптоза и уменьшает агрегацию тромбоцитов. 

Кальций зависимое стимулирование активности nNOS1  и iNOS2 в 

клетках иммунной системы и в глиальных клетках ведет к 

перепроизводству NO и образованию NOx, модифицирующего структуру 

белков и липидов, вызывающего дисфункцию митохондрий, разрушение 

генетического материала [29]. Наиболее чувствительными к действию 

NOx в тканях мозга являются митохондрии и структурные белки 

(промежуточные микрофиламенты, нейрофиламенты-L и кислые белки 

волокон глии). Нитрование даже 10 % нейрофиламентов-L является 

достаточным для разрушения нейрофиламентной структуры [29]. 

Нитрование тирозина NOx может ускоряться супероксиддисмутазой [47].  

Нашими собственными данными была продемонстрирована 

разнонаправленная динамика NOx у пациентов с ПНМК в процессе течения 

острого периода [50]. Анализ концентрации NO, интерлейкинов 6, 8, С-

реактивного белка и активности супероксиддисмутазы  в крови пациентов с 

ПНМК за период 10 дней острого периода в стационаре позволил 

установить различие механизмов, участвующих в протекании 

патологического процесса,   обусловленного как разной природой 

нарушения кровообращения мозга, так и различным базовым состояние 

организма [50]. Выявление подобных дополнительных факторов, не 

учитываемых при рутинном исследовании в составлении прогноза, требует 

обязательного учета и проведения соответствующих коррекционных 

мероприятий. 
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