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Введение
Несмотря на то, что преэклампсия является 

основной причиной  материнской смертности [1], 
специфические подходы к терапии этого синдрома 
отсутствуют, а механизмы патогенеза преэклампсии 
исследованы недостаточно [2]. Согласно одной из 
гипотез важную роль в патогенезе преэклампсии 
играют эндогенные дигиталис-подобные факторы 
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Резюме
Преэклампсия является основной причиной материнской смертности при беременности, но патогенез этого 

заболевания изучен недостаточно. На основании антигипертензивного действия препарата Digibind (аффинно-
очищенных антител к дигоксину) при преэклампсии, была высказана гипотеза о том, что эндогенные дигиталис-
подобные ингибиторы Na/K–АТФазы играют роль в патогенезе преэклампсии. Мы предположили, что повышен-
ный уровень эндогенного маринобуфагенина (МБГ), ингибиторп Na/K–АТФазы и вазоконстриктора, вызывает 
угнетение Na/K–АТФазы при преэклампсии. В настоящей работе мы сравнили содержание МБГ в плаценте при 
преэклампсии и при неосложненной беременности и исследовали иммунологические свойства эндогенного МБГ, 
выделенного из плацент при преэклампсии методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Уровень концентрации МБГ в плацентах у 6 беременных женщин c преэклампсией (29±2  лет, срок беременности  
37±1  недель, артериальное давление 165±9/105±5 мм рт ст.) был в 4 раза выше чем у 8 обследованных с неос-
ложненной беременностью. При ВЭЖХ фракционировании хлороформного экстракта, полученного из плацент 
беременных женщин с преэклампсией, время элюции эндогенного МБГ было идентично времени элюции МБГ 
стандарта. Digibind взаимодействовал с хроматографическими фракциями, соответствующими МБГ и другим 
буфадиенолидам, но не эндогенному оуабаину. Полученные данные свидетельствуют о том, что МБГ является 
одним из факторов патогенеза преэклампсии и что иммунонейтрализация МБГ может быть одним из подходов к 
лечению этого заболевания.
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Resume
Although preeclampsia (PE) is a major cause of maternal and fetal mortality, its pathogenesis is not fully understood. 

Endogenous digitalis-like cardiotonic steroids (CTS) are implicated in the pathophysiology of PE, as illustrated by clinical 
observations that Digibind, a digoxin antibody which binds CTS, lowers blood pressure in patients with PE. Recently 
we reported that plasma levels of marinobufagenin (MBG), a bufadienolide vasoconstrictor CTS, are increased four-fold 
in patients with severe PE. In the present study, we compared levels of MBG in normal and preeclamptic placentae, 
and tested whether antibodies against MBG, and against ouabain for their interaction with the material purified from 
preeclamptic placentae via high-performance liquid chromatography (HPLC). Levels of MBG, but not that of endogenous 
ouabain, exhibited a four-fold elevation in preeclamptic placentae. The elution time of endogenous placental MBG-like 
immunoreactive material from reverse-phase HPLC column was identical to that of authentic MBG. Immunoassay based 
on Digibind did not detect cross-reactivity with HPLC containing ouabain-like immunoreactive material, but cross-reacted 
with HPLC fractions having retention time similar to that of MBG and other bufadienolides. Our results demonstrate 
that levels of MBG are significantly elevated in preeclamptic placentae, and suggest that MBG is a potential target for 
immunoneutralization in patients with preeclampsia.
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(ЭДФ) — стероидные натрийуретические ингибиторы 
Na/K–АТФазы [3]. 

При объем-зависимых формах артериальной гипер-
тензии выработка ЭДФ происходит с адаптивной це-
лью — для снижения объема циркулирующей жидкости 
посредством натрийуреза, опосредованного угнетением 
Na/K–АТФазы в почечных канальцах [4]. При гипер-
тензии чрезмерная продукция ЭДФ может вызывать 
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угнетение Na/K–АТФазы в мембране гладкомышечных 
клеток сосудов, увеличение внутриклеточной концент-
рации натрия приводит к активации Na+–Ca++ обмена и 
усугубляет вызоконстрикцию [5]. 

Поскольку нормально протекающая беременность 
сопровождается задержкой жидкости и позитивным 
балансом натрия в организме [6, 7], интерес к ЭДФ при 
беременности возник вскоре после открытия эндоген-
ных ингибиторов натриевого насоса. Graves и соавторы 
показали, что уровень содержания дигоксиноподобной 
иммунорективности умеренно повышен при физиоло-
гической беременности и существенно повышен при 
гестационной гипертензии [3, 8]. На основании этих 
наблюдений авторами было высказано предположение 
о том,  что ЭДФ может являться одним из факторов па-
тогенеза преэклампсии. В течение наскольких последу-
юших лет данные Graves и соавт. нашли подтверждение 
в работах других исследователей [9–12]. 

Результаты экспериментальных исследований также 
указывали на участие ЭДФ в патогнезе преэклампсии. 
Убедительные данные, свидетельствующие о вкладе 
ЭДФ в патогенез преэклампсии, основаны на экспери-
ментальных и клинических исследованиях, проведенных 
с использованием препарата Digibind. Digibind пред-
сталяет собой лиофилизированные Fab фрагменты аф-
финно-очищенных овечьих анти-дигоксиновых антител 
[13]. Было показано, что Digibind обладает перекрестной 
иммунореактивностью с ЭДФ [14] и вызывает сниже-
ние артериального давления у крыс с объем-зависимой 
гипертензией, сопровождающейся повышением концен-
трации ЭДФ в плазме крови [15].  

Известно, что плацента является местом синтеза 
ЭДФ [16]. Di Grande и соавт. показали, что Digibind в 
концентрации 130 мкг/мл вызывал достоверное сни-
жение тонуса сосудов в перфузируемых плацентах, 
полученных от  беременных женщин с преэклампсией 
[17]. Armler и соавт. было показано, что развитие преэк-
лампсии сопровождается существенным увеличением 
чувствительности плацентарной Na/K–АТФазы к 
препаратам дигиталиса [18]. Эти результаты явились 
основанием для исследований эффективности препарата 
Digibind у пациентов с преэклампсией. 

В 1988 г. Goodlin сообщил о стойком снижении ар-
териального давления у  беременной с преэклампсией, 
развившейся на 26 неделе беременности, после двух-
кратного внутривенного введения Digibind в дозе 0,087 
мг/кг [19]. Adair и соавт. в 1996 добились снижения 
артериально давления у пациентки с преэклампсией на 
фоне комбинации внутривенного болюсного введения 5 
мг Digibind и 24-часовой инфузии препарата (1 мг в час) 
[20]. Несколько позже в двойном слепом плацебо-кон-
тролированном исследовании эффективность Digibind 
была подтверждена на 13 больных с преэклампсией, 
развившейся post partum [21]. Примечательно, что ни 
в одном из перечисленных исследований Digibind не 
вызвал у пациентов никаких побочных эффектов. 
В декабре 2007 г. фирма Glaxo Smith Kline завершила 
многоцентровое двойное слепое плацебо-контролиро-
ванное исследование эффективности Digibind у больных 
с тяжелой преэклампсией [22].

С практической точки зрения важной задачей яв-
ляется определение молекулярной природы ЭДФ при 

преэклмпсии. Известно, что подобно препаратам ди-
гиталиса, один из ЭДФ — эндогенный оуабаин, имеет 
карденолидную природу [23]. В тканях млекопитающих 
также присутствуют ингибиторы Na/K–АТФазы буфа-
диенолидной природы, маринобуфагенин (МБГ) [24] и 
его вероятный предшественник телоцинобуфагин [25]. 
МБГ, селективно взаимодействуя с альфа-1 изоформой 
Na/K–АТФазы, основной формой этого фермента в со-
судах и почках, является вазоконстриктором и обладает 
натрийуретической активностью [26, 27]. Содержание 
МБГ в плазме крови и почечная экскреция этого ве-
щества возрастают при увеличении объема циркули-
рующей жидкости и при задержке натрия у больных 
эссенциальной гипертензией и хронической почечной 
недостаточностью (28), при застойной недостаточности 
кровообращения [29] и у крыс линии Dahl-S с соль-чувс-
твительной гипертензией [20]. 

Данные клинических исследований свидетельствуют 
в пользу того, что МБГ является фактором патогенеза 
преэклампсии. Так, Lopatin и соавт. показали, что у  бе-
ременных женщин с тяжелой преэклампсией (артериаль-
ное давление 161±5/104±3 мм рт ст) концентрация МБГ 
в плазме крови была повышена в 5 раз по сравнению с 
обследованными с неосложненной беременностью [31]. 
В том же исследовании уровень эндогенного оуабаина у 
беременных с преэклампсией был повышен в 2 раза. Поз-
же было показано, что развитие преэклампсии средней 
тяжести (артериальное давление 149±3/93±3 мм рт ст) 
сопровождалось двукратным увеличением уровня МБГ в 
плазме крови, в то время как концентрация эндогенного 
оуабаина существенно не изменялась [32]. Увеличение 
концентрации МБГ при преэклампсии средней тяжести 
сопровождалось 50% угнетением активности Na/K–АТ-
Фазы в эритроцитах, а антитела к МБГ, в отличие от 
антител к оуабаину, ex vivo восстанавливали активность 
фермента [32]. Эти наблюдения свидетельствуют о том 
МБГ является фактором, “ответственным” за угнетение 
Na/K–АТФазы при преэклампсии и маркером тяжести 
преэклампсии.

Регуляторная система ЭДФ–Na/K–АТФаза была 
исследована при экспериментальной преэклампсии. 
В 2005 г. Fedorova и соавт. показали, что повышенное 
потребления хлорида натрия беременными крысами 
сопровождается развитием у животных основных сим-
птомов преэклампсии — гипертензией, протеинурией  
и задержкой роста плодов [33]. Наряду с развитием 
симптомов преэклампсии у животных существенно уве-
личивалась экскреция МБГ и содержания этого гормона 
в плазме крови. Введение антител к МБГ животным с 
экспериментальной преэклампсией приводило к сни-
жению артериального давления и к восстановлению 
активности натриевого насоса в гладкой мускулатуре со-
судов [33]. Аналогичные результаты были получены Vu 
и соавт., показавшими, что повышенная продукция МБГ 
сопровождает развитие гипертензии у беременных крыс 
на фоне солевой нагрузки в сочетании с деоксикорти-
костероном ацетатом [34]. В том же исследовании было 
показано, что развитие гипертензии у беременных крыс 
сопровождалось более чем десятикратным увеличением 
чувствительности маточных артерий к вазоконстиктор-
ному эффекту МБГ, а антитела к МБГ in vivo вызывали 
стойкое снижение артериального давления [34].  
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Исходя из того обстоятельства, что основным ис-
точником биосинтеза ЭДФ при беременности является 
плацента [16], можно предположить, помимо МБГ при 
преэклампсии может содержать другие ЭДФ, являющи-
еся как предшественниками, как и продуктами деграда-
ции МБГ. Для определения иммунологической природы 
ЭДФ, содержащихся в плаценте при преэклампсии, 
мы выделили МБГ–иммунорективный материал мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) и сравнили его хроматографические свойства 
с МБГ стандартом [24].

Методы 
Плаценты были получены от 6 женщин в результате 

родоразрешения с диагнозом тяжелая преэклампсия 
(29±2 года, срок беременности 31±1 недель) и от 8 об-
следованных с нормально протекающей беременностью 
(26±1 лет). Плаценты перфузировали раствором Рингера 
и гомогенизировали. Гомогенизированный материал 
экстрагировали хлороформом и лиофилизировали. 
Лиофилизированный экстракт повторно экстрагиро-
вали на С–18 обратно-фазных картриджах 80% ацето-
нитрилом. Содержание МБГ и эндогенного оуабаина в 
индивидуальных образцах определяли иммунофлуо-
рометрическим методом, как описано ранее [30]. Далее 
материал, полученный от беременных  с преэклампсией 
и от обследуемых женщин с неосложненной беременнос-
тью, объединяли и фракционировали методом ВЭЖХ с 
использованием системы Agilent 1100 на аналитических 
колонках Agilent Zorbax Eclipse XDB–C18 (4,6×150 mm, 
5 µm, 80 Å) в линейном градиенте ацетонитрила (1 мл/
мин, 10%–85,5%, 45 мин). 

Уровень МБГ и эндогенного оуабаина определяли в 
полученных фракциях по ранее описанным методикам 
[30]. Перекрестную иммунореактивность хромаграфи-
ческих фракций с антителами Digibind определяли по 
ранее описанному методу с использованием меченого 
нерадиоактивным европием Digibind [33]. Поликло-
нальные антитела к МБГ (сыворотка anti-MBG–P) и 
оаубаину (сыворотка anti-ouabain-SPB05) были полу-
чены при иммунизации кроликов МБГ и оуабаином, ко-
нъюгированными с бычьим сывороточным альбумином 
производства фирмы Sigma Chemicals (США). Препарат 
Digibind (фирма Glaxo Smith Kline) был получен на 
коммерческой основе. 

Результаты обрабатывали статистически (программа 
GraphPad Prism 3). Для парного сравнения использовали 
t-test. 

Результаты и обсуждение 
Как представлено на рисунке 1А, систолическое и 

диастолическое артериальное давление у  беременных 
женщин с преэклампсией было существенно повыше-
но по сравнению с обследованными с неосложненной 
берменностью. Уровень содержания МБГ в плацентах, 
полученных от пациенток с преэклампсией значительно 
превышал таковой в контрольных плацентах, в то время 
как достоверность повышения содержания эндогенного 
оуабаина была пограничной (Р=0,07) (рис. 1В). В соот-
ветствие с ранее полученными нами данными, элюция 
МБГ стандарта и МБГ-иммунореактивного материала с 
хроматографической колонки происходила позже и на 

фоне большей концентрации ацетонитрила чем схожде-
ние оуабаинового стандарта и оуабаин-иммунореактив-
ного материала (Рис. 1 В и Г). Тот факт, что время элю-
ции максимума МБГ-иммунореактивности (16 минут) 
из экстрагированных преэкламптических полностью 
совпало с таковым МБГ стандарта, свидетельствует об 
идентичности эндогенного МБГ-иммунореактивного 
материала МБГ стандарта. Примечательно, что коли-
чество МБГ-иммунореактивного материала в ВЭЖХ 
фракциях существенно превышало уровень материала, 
взаимодействовавшего с антителами к оуабаином, и что 
фракции, взаимодействующие с Digibind не “перекрыва-
лись” с зоной оуабаин-подобной иммунореактивности. 
Максимум иммунореактивности с Digibind определялся 
во фракции, соответствующей МБГ, а также во фракции 
сошедшей с хроматографической колонки на 23 минуте, 
что соответствует буфадиенолиду цинобуфагину, стеро-
иду, очень близкому к МБГ по структуре.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что при преэклампсии содержание МБГ в плаценте 
существенно возрастает. Учитывая то обстоятельство, 
что МБГ является вазоконстриктором и в низких кон-
центрация вызывает прессорный эффект [31, 34], можно 
предположить, что при преэклампсии МБГ является 
потенциальной мишенью для терапии и, в частности, 
для иммунонейтрализации. В течение последнего де-
сятилетия использование терапевтических антител к 
кардиологической практике расширяется [35, 36]. Им-
мунонейтралиция при преэклампсии представляется 
особо привлекательным подходом к терапии, так как 
терапевтические антитела, вызывая связывания анти-

Рис. 1  Артериальное давление (А) и уровень содер-
жания МБГ в плаценте у обследованных с нормально 

протекающей беременностью (контроль) и беременных 
женщин с преэклампсией. Профиль элюции стандарта 

МБГ (В) и эндогеного материала из плацент бере-
менных женщин с преэклампсией: (Г) — эндогенного 
оуабаина, (Д) — эндогенного МБГ, (Е) — материала, 

взаимодействующего с Digibind.
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гена, в отличие от традиционных антигипертанзивных 
средств, не оказывают действие на клеточные рецепторы 
и пути клеточной сигнализации. Это обстоятельство и 
обусловило интерес к иммунонейтрализации ЭДФ и, 
особенно МБГ, при преэклампсии.

Помимо вазоконстрикции, МБГ может взывать 
целый ряд других эффектов способных внести вклад в 
патогенез преэклампсии. Известно, что окислительный 
стресс в плаценте является важной составляющей пато-
генеза преэклампсии [37]. Недавно было показано, что 
низкие, “физиологически реальные” концентрации МБГ 
индуцируют окислительный стресс [38, 39]. Примеча-
тельно, что у гипертензивных крыс с хронической по-
чечной недостаточностью активная иммунизация МБГ 
приводило с снижению уровня маркеров оксидативного 
стресса и к снижению артериального давления [38]. 
Puschett и соавт. показали, что МБГ вызывет нарушения 
дифференцирования клеток цитотрофобласта и угне-
тает инвазию цитотрофобласта, вызванную ростовыми 
факторами [40, 41]. Таким образом, фармакологический 
антагонизм МБГ может оказывать благотворное влияние 
не только на артериальное давление, но и на процессы, 
лежащие в основе патогенеза преэклампсии.

Исследования поддержаны интрамуральной програм-
мой Национального института старения США и гран-
том Российского Фонда Фундаментальных исследований 
(06–04–489–56).
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