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РЕФЕРАТ Показано, что концентрация свободно циркулирующих ДНК (сцДНК) в плазме крови коррелирует 
с концентрацией ДНК, связанных с поверхностью клеток крови (скпДНК). Обратная корреляция между 
концентрацией сцДНК и активностью дезоксирибонуклеаз крови при отсутствии корреляции между де-
зоксирибонуклеазной активностью крови и концентрацией скпДНК свидетельствует о том, что нуклеазы 
крови являются важным регулятором концентрации сцДНК, однако они не гидролизуют скпДНК и не вли-
яют на процесс диссоциации ДНК с клеточной поверхности. Возможность перераспределения молекул ДНК 
между пулами сц- и скпДНК показывает, что для анализа концентраций маркерных ДНК и нормирования 
данных предпочтительно использовать общий пул циркулирующих ДНК, состоящий из сц- и скпДНК.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА дезоксирибонуклеазная активность, плазма, рак предстательной железы, циркулирую-
щие ДНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ сцДНК – свободно циркулирующие ДНК; скпДНК – связанные с поверхностью кле-
ток ДНК; ОЗПЖ – онкологические заболевания предстательной железы; ФБ-ЭДТА – 10 мМ фосфатный 
буфер (рН 7.5), содержащий 0.15 M NaCl и 5 мМ ЭДТА.

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что в крови здоровых доноров и онколо-
гических больных постоянно циркулируют внекле-
точные ДНК. Такие циркулирующие ДНК обнаруже-
ны как в составе апоптотических телец, нуклеосом, 
макромолекулярных белковых комплексов плазмы 
крови [1, 2], так и на поверхности форменных эле-
ментов [1]. Ранее мы показали, что при развитии он-
кологических заболеваний, таких, как рак молочной 
железы [3, 4] и легкого [5], увеличивается концен-
трация сцДНК и снижается концентрация скпДНК. 
Взаимоотношения этих пулов циркулирующих ДНК 
исследованы не были. 

В представленной работе изучено распределение 
циркулирующих ДНК между плазмой и поверхно-

стью форменных элементов крови при развитии он-
кологических заболеваний предстательной железы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Образцы крови здоровых мужчин (n = 40) в возрас-
те 37–71 (47.4 ± 1.3) лет и концентрацией простат-
специфического антигена (ПСА), соответствующей 
клинической норме и не превышающей 2.8 нг/мл, по-
лучены из ЦКБ СО РАН. Образцы крови первично 
обратившихся больных с онкологическими заболе-
ваниями предстательной железы в возрасте 45–84 
(70.2 ± 1.4) лет получены из Муниципальной клини-
ческой больницы № 1; концентрация ПСА в группе 
больных с доброкачественной гиперплазией (n = 25) 
и раком (n = 16) предстательной железы составила 
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0–31.7 и 0–103.1 нг/мл соответственно (повышена в 
36 и 81% случаев). Работу проводили с соблюдением 
принципов добровольности и конфиденциальности 
в соответствии с Основами законодательства РФ об 
охране здоровья граждан. Стадию заболевания опре-
деляли по TNM-классификации.

Сбор и обработку крови, выделение сцДНК из плаз-
мы, скпДНК из ФБ-ЭДТА-элюата и скпДНК из трип-
синового элюата с поверхности форменных элементов 
крови проводили согласно [5]. Концентрацию внекле-
точной ДНК определяли при помощи флуоресциру-
ющего интеркалирующего красителя PicoGreen [5]. С 
учетом соотношения объемов плазмы, элюатов с по-
верхности клеток крови и суммарного объема крови 
минимальный уровень ДНК, детектируемой в плазме, 
составил 0.4 нг/мл крови, в ФБ-ЭДТА-элюате – 2 нг/
мл крови и в трипсиновом элюате – 20 нг/мл крови. 
Интегральную активность ДНКаз в плазме крови 
здоровых доноров и больных определяли при помо-
щи иммуноферментного анализа (ИФА) как описано в 
работе [6]. Чувствительность ИФА, определенная как 
минимальная статистически значимо определяемая 
активность ДНКазы I в образце, составляла 0.004 ед. 
акт./мл образца. Коэффициент вариации в каждой 
точке не превышал 4%. 

Результаты обрабатывали с помощью программы 
GraphPad Prism 5 с использованием непараметриче-
ского критерия Манна–Уитни и коэффициента кор-
реляции Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами было показано, что в крови здоровых до-
норов, а также у больных раком легкого [5], желудка 

и кишечника [7] постоянно присутствуют циркули-
рующие ДНК, которые находятся не только в плазме 
крови, но и входят в состав комплексов, связанных 
с поверхностью форменных элементов крови. Часть 
скпДНК диссоциирует после обработки клеток ФБ-
ЭДТА-буфером и, по-видимому, связана с фосфолипи-
дами и другими анионами клеточной мембраны через 
«мостики» из ионов двухвалентных металлов [8] или 
низкоаффинно, и элюируется в 9 раз большим объ-
емом буфера (по сравнению с объемом плазмы); дру-
гая часть скпДНК удаляется с клеточной поверхности 
при обработке клеток 0.125% раствором трипсина и, 
по-видимому, входит в состав комплексов с поверх-
ностными белками форменных элементов крови [1]. 

В представленной работе изучены корреляцион-
ные связи между концентрацией сцДНК и скпДНК в 
крови в норме и при развитии онкологических забо-
леваний предстательной железы (ОЗПЖ). Поскольку 
концентрации сцДНК и скпДНК у пациентов с до-
брокачественной гиперплазией предстательной же-
лезы не отличались статистически значимо от их 
концентрации в крови больных раком предстатель-
ной железы (данные не представлены), эти группы 
больных были объединены в общую группу пациен-
тов с ОЗПЖ. При оценке отношения концентраций 
сцДНК и суммарной циркулирующей ДНК всей кро-
ви (сц + скпДНК) обнаружено статистически значи-
мое (Р < 0.01) увеличение доли сцДНК при ОЗПЖ 
(40 ± 4%) по сравнению с нормой (22 ± 4%) (рис. 1А).

Обнаружили, что ФБ-ЭДТА-элюат с поверхно-
сти форменных элементов (т.е. «слабо» связанные 
скпДНК) у здоровых доноров и пациентов с ОЗПЖ 
содержит 4 ± 1 и 17 ± 3% от общего количества свя-

Рис. 1. Относительное содержание сцДНК и скпДНК (А) и скпДНК (Б) в крови здоровых доноров и пациентов с 
ОЗПЖ
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занных с клетками крови циркулирующих ДНК соот-
ветственно (рис. 1Б), и эти отличия между здоровы-
ми и больными мужчинами статистически значимы 
(Р < 0.01). 

Обнаруженное нами уменьшение доли скпДНК с 
одновременным увеличением доли сцДНК в крови при 
ОЗПЖ может быть следствием гидролиза скпДНК под 
действием дезоксирибонуклеаз крови. Данные о спо-
собности ДНКаз гидролизовать нуклеиновые кисло-
ты, связанные с поверхностью клеток, противоречивы. 
Одни авторы полагают, что ДНКазы могут гидроли-
зовать скпДНК [9], согласно другим – ДНКазы слабо 
влияют на концентрацию скпДНК [8, 10].

Активность ДНКаз крови определяли с использова-
нием разработанного ранее иммуноферментного ана-
лиза, основанного на гидролизе ПЦР-фрагмента ДНК, 
модифицированного остатками биотина и флуоресце-
ина [6]. Определение концентрации сцДНК и активно-
сти ДНКаз плазмы крови здоровых доноров и онколо-
гических больных выявило существование заметной 
(по шкале Чеддока) обратной корреляции между эти-
ми параметрами (R = –0.57, Р < 0.01) (рис. 2). 

Эти данные показывают, что ДНКазы, несмотря 
на статистически значимое (Р < 0.01) снижение их 
активности в крови больных ОЗПЖ по сравнению со 
здоровыми донорами (рис. 2), могут гидролизовать 
сцДНК и, по-видимому, являются одним из факторов 
негативной регуляции концентрации сцДНК.

Изучение зависимости между активностью ДНКаз 
плазмы крови и концентрацией скпДНК показало, что 
активность ДНКаз слабо коррелирует с концентраци-
ей ДНК, связанных с поверхностью форменных эле-
ментов за счет ионных взаимодействий, и практиче-
ски не коррелирует с концентрацией ДНК, связанных 

с белками клеточной поверхности (R = –0.36, P < 0.01 
и R = –0.28, P < 0.01 соответственно). Эти данные 
свидетельствуют о том, что ДНКазы практически не 
гидролизуют скпДНК, «прочно» связанные с белка-
ми клеточной поверхности, не вносят существенного 
вклада в процесс фрагментации скпДНК, ее диссоци-
ации с поверхности клеток, а концентрация сцДНК не 
может возрастать за счет гидролиза скпДНК, прочно 
связанной с клеточной поверхностью. 

Данные экспериментов in vitro [11] и результаты 
изучения скпДНК крови (рис. 1) показывают, что ос-
новная часть скпДНК удаляется с поверхности кле-
ток при обработке клеток трипсином, т.е. связана с 
белками клеточной поверхности. Исходя из данных 
о корреляции между концентрацией скпДНК ФБ-
ЭДТА-элюата и активностью ДНКаз, можно предпо-
ложить, что часть «слабо» связанных скпДНК может 
обмениваться с ДНК внеклеточной среды и плаз-
мы крови. Подтверждением этого предположения 
служит заметная (по шкале Чеддока) прямая кор-
реляция между изменением концентрации сцДНК 
плазмы и концентрации «слабо» связанных скпДНК 
(ФБ-ЭДТА-элюат) (R = 0.67, Р < 0.01) у пациентов с 
ОЗПЖ (pис. 3А). 

Кроме того, нами обнаружена прямая корреляция 
между концентрацией скпДНК в ФБ-ЭДТА-элюате и 
трипсиновом элюате у пациентов с ОЗПЖ (R = 0.65, 
Р < 0.001) (pис. 3Б), что может свидетельствовать о 
перераспределении ДНК между этими фракциями 
скпДНК.

Таким образом, полученные данные указывают 
на возможность частичного обмена сцДНК и скпДНК 
крови. Косвенно этот факт подтверждается также 
данными о размере фрагментов циркулирующей 

Рис. 2. Активность дезоксирибонуклеаз в плазме крови здоровых доноров и больных с ОЗПЖ (А); зависимость 
концентрации сцДНК от ДНКазной активности плазмы крови здоровых доноров и пациентов с ОЗПЖ (Б)
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Рис. 3. Зависимость концентрации сцДНК в плазме крови от концентрации скпДНК в ФБ-ЭДТА-элюате (А); за-
висимость концентрации скпДНК в ФБ-ЭДТА-элюате от концентрации скпДНК в трипсиновом элюате (Б)
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ДНК. скпДНК трипсинового элюата представлены 
преимущественно высокомолекулярной ДНК разме-
ром около 10–20 т.п.н., а сцДНК и скпДНК ФБ-ЭДТА-
элюата содержат кроме высокомолекулярной ДНК 
фрагменты размером 200–500 п.н. [3], которые, по-
видимому, и могут циркулировать в составе того или 
другого пула циркулирующих ДНК. 

Причины снижения доли скпДНК в общем пуле 
циркулирующих ДНК в крови больных ОЗПЖ не 
известны. Вполне вероятно, что они могут быть свя-
заны с изменением строения цитоплазматических 
мембран клеток крови. Действительно, показано, 
что при развитии онкологических заболеваний из-
меняется соотношение липидов в мембранах кле-
ток крови, что приводит к увеличению вязкости 
липидного бислоя, нарушению межмолекулярных 
белок-липидных взаимодействий и, как следствие, 
дезорганизации белкового состава, нарушению 
функционирования катионтранспортирующих мем-

бранных систем и дезорганизации поверхностной 
архитектоники клеток [12]. 

Известно, что пул скпДНК служит ценным источ-
ником диагностического материала [4]. Возможность 
обмена сцДНК и скпДНК позволяет предположить, 
что в будущем наиболее точная диагностическая ин-
формация может быть получена при анализе сум-
марной циркулирующей ДНК крови. Действительно, 
при условии, что сцДНК и скпДНК могут обмени-
ваться (и механизмы этого процесса пока неизвест-
ны), для измерения относительных концентраций 
маркеров правильнее использовать суммарную цир-
кулирующую ДНК крови (сцДНК + скпДНК). 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант № 13-04-01460), БОР (№ VI.62.1.4), 

а также стипендиями Президента РФ для 
молодых ученых и аспирантов (СП-1528.2013.4, 

СП-5711.2013.4).
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