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Резюме
Обоснование: неоднородность и сложность патогена являются основными препятствиями для дифференциальной диаг-

ностики шизофрении и расстройств аутистического спектра (РАС) у детей. Роль окислительного стресса в молекулярных 
механизмах патогенеза шизофрении и аутизма не вызывает сомнений. Свободные радикалы, накапливающиеся при развитии 
стресса, могут вызывать окислительные модификации и образование разрывов внеклеточной ДНК (вкДНК) и ядерной ДНК 
клеток крови. На сегодняшний день доказано, что 8-гидрокси-2’-дезоксигуанозин (8-OHdG) можно рассматривать как биомар-
кер окислительного стресса. Однако до сих пор неясно, насколько выражены генотоксические последствия окислительного 
стресса при РАС разной степени тяжести и при шизофрении у детей (ШД). Цель исследования: изучение связи уровня 
окислительных повреждений ДНК в клетках периферической крови и характеристик циркулирующей вкДНК с ШД и тяжестью 
течения РАС у детей. Пациенты и методы: образцы крови 96 пациентов, больных детским аутизмом (ДА — F84.0 по МКБ-
10), атипичным аутизмом (АА — F84.1 по МКБ-10) и шизофренией с началом в детском возрасте (ШД — F20.8 по МКБ-10), 
были получены из отдела детской психиатрии ФГБНУ НЦПЗ. Образцы крови группы контроля (34 чел.) взяты из коллекции 
образцов МГНЦ. Отбор больных проводился с использованием клинико-психопатологического метода. Выделение вкДНК 
проводили методом экстракции органическими растворителями. Концентрацию внеклеточной ДНК определяли флуориме-
трически. Уровень 8-OHdG в составе вкДНК определяли по связыванию соответствующих антител на мембранных фильтрах, 
эндонуклеазную активность определяли методом радиальной диффузии в геле. G0-лимфоциты периферической крови 
выделяли методом градиентного центрифугирования. Уровень 8-OHdG и уровень фосфорилированной формы гистона H2AX 
(γH2AX) в G0-лимфоцитах периферической крови анализировали в фиксированных клетках методом проточной цитофлуори-
метрии с использованием соответствующих антител. Статистическую обработку проводили с использованием программ Excel 
Microsoft Of ce, Statistica 6.0, StatGraph. Результаты и заключение: окислительный стресс имеет разную выраженность 
при РАС, протекающих в тяжелой форме (АА) и легкой/средней форме (ДА). При ДА уровень окислительных повреждений 
ДНК лимфоцитов имеет тенденцию к повышению, но не достигает уровня достоверности; уровень окислительных повреж-
дений внеклеточной ДНК не отличается от контроля. При АА и еще в более сильной степени при ШД уровень окислительных 
повреждений ДНК клеток и внеклеточной ДНК значительно повышен, что свидетельствует о развитии системного окислитель-
ного стресса, который не компенсируется антиокислительной системой организма. Уровень 8-OHdG в составе вкДНК и ДНК 
ядер клеток периферической крови может являться маркером окислительного стресса, что важно не только для диагностики 
тяжести течения патологического процесса, но и для разработки схем терапии ШД и РАС у детей.

Ключевые слова: РАС, детский аутизм, атипичный аутизм, шизофрения у детей, окислительный стресс, окислительные 
повреждения ДНК
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Исследование окислительного стресса при шизофрении было поддержано Российским научным фондом (проект 18-15-00437, 
продолжение), исследование окислительного стресса при аутизме поддержано государственным заданием Министерства 
науки и высшего образования.
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Summary
Background: pathogen heterogeneity and complexity are the main obstacles for schizophrenia and autism spectrum 

disorders (ASD) differential diagnosis in children. The role of oxidative stress in the molecular mechanisms of schizophrenia and 
autism pathogenesis is beyond doubt. Free radicals that accumulate during stress can cause oxidative modi cations and the 
formation of breaks in the сell-free DNA (cfDNA) and nuclear DNA of blood cells. To date, it has been proven that 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine (8-OHdG) can be considered as an oxidative stress biomarker. However, it is still unclear how pronounced the 
genotoxic consequences of oxidative stress are in ASD of varying severity and in childhood onset schizophrenia (COS). Objective: 
to study the relationship between the oxidative DNA damage level in peripheral blood cells and the circulating cell-free DNA 
characteristics with the severity of COS and the course of ASD in children. Patients and methods: blood samples of 96 patients 
with childhood autism (CA — F84.0 according to ICD-10), atypical autism (AA — F84.1 according to ICD-10) and with childhood 
onset schizophrenia (COS — F20.8 according to ICD-10) were obtained from the Child Psychiatry Department of the Mental health 
research center. Blood samples of the control group (34 people) — from the collection of samples of the Research Centre for 
medical Genetics. The selection of patients was carried out using the clinical and psychopathological method. Cell-free DNA was 
isolated by extraction with organic solvents. The concentration of cfDNA was determined  uorimetrically. The level of 8-OHdG 
in cell-free DNA was determined by binding of the corresponding antibodies on membrane  lters, endonuclease activity was 
determined by radial diffusion in a gel. G0-peripheral blood lymphocytes were isolated by gradient centrifugation. The level of 
8-OHdG and the level of the phosphorylated form of histone H2AX (yH2AX) in G0-peripheral blood lymphocytes were analyzed 
in  xed cells by  ow cyto uorometry using appropriate antibodies. Statistical processing was carried out using Microsoft Of ce 
Excel, Statistica 6.0, StatGraph. Results and conclusions: oxidative stress has different severity in ASD, occurring in severe form 
(AA) and mild/moderate form (CA). In CA, the level of oxidative damage to the DNA of lymphocytes tends to increase, but does 
not reach statistically signi cant level; the level of oxidative damage to cfDNA does not differ from the control. In AA and, to 
an even stronger extent, in COS, the level of oxidative damage to the DNA of cells and cfDNA is signi cantly increased, which 
indicates the development of systemic oxidative stress, which is not compensated by the body’s antioxidant system. The level 
of 8-OHdG in the composition of the cfDNA and DNA of the nuclei of peripheral blood cells can be a marker of oxidative stress, 
which is important not only for diagnosing the severity of the pathological process, but also for treatment regimens development 
for COS and ASD in children.

Keywords: ASD, childhood autism, atypical autism, childhood onset schizophrenia, oxidative stress, oxidative DNA damage
For citation: Nikitina S.G., Ershova E.S., Chudakova Ju.M., Shmarina G.V., Veiko N.N., Martynov A.V., Kostuk S.E., Modestov A.А., 

Rozhnova T.M., Izhevskaya V.L., Kostuk S.V., Simashkova N.V. Oxidative DNA Damage of Peripheral Blood Cells and Blood Plasma Сell-
Free DNA as an Indicator of the Oxidative Stress Level in Children with Autism Spectrum Disorders and Schizophrenia. Psychiatry 
(Moscow) (Psikhiatriya). 2021;19(4):15–25. https://doi.org/10.30629/2618-6667-2021-19-4-15-25

ВВЕДЕНИЕ

В основе этиологии шизофрении и расстройств 
аутистического спектра (РАС) лежат множественные 
комбинации генетических факторов и факторов окру-
жающей среды [1–7]. Наряду с изучением генетиче-
ской составляющей психических заболеваний биологи 
и клиницисты в настоящее время все больше внимания 
уделяют анализу патофизиологических изменений, на-
блюдаемых при шизофрении и РАС, что способствует 
дифференциальной диагностике психических рас-
стройств и пониманию их этиологии и патогенеза [3, 
4, 6].

Окислительный стресс сопровождает течение мно-
гих заболеваний, включая рак, сердечно-сосудистые 

заболевания и нейродегенеративные расстройства [5]. 
Неспецифическая природа окислительного стресса вы-
зывала незначительный интерес исследователей-пси-
хиатров к работам в этой области. Однако технические 
достижения последних десятилетий, включая прогресс 
в клеточной биологии, позволяющий in vitro перепро-
граммировать клетки в нейроны, достижения молеку-
лярной биологии в понимании ключевых биологиче-
ских механизмов, лежащих в основе окислительного 
стресса, развитие инструментальных методов визуали-
зации и диагностики головного мозга, привели к воз-
растающему вниманию исследователей к роли окисли-
тельного стресса в патогенезе шизофрении и аутизма 
[7–9]. Окислительный стресс возникает в результате 
дисбаланса между избыточным синтезом активных 
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форм кислорода (АФК) и дефицитом антиоксидантов 
[7, 8]. Когда этот гомеостаз нарушается, окислительный 
стресс повреждает клеточные структуры, основными 
мишенями окислительного стресса являются белки, 
липиды и ДНК [9]. Окислительный стресс, вероятно, 
может увеличивать риск развития психоза в кризовые 
«уязвимые» периоды онтогенеза, «физиологического 
апоптоза» [10] и влиять на развитие структур голов-
ного мозга, приводя к более тяжелому клиническому 
фенотипу [11]. У пациентов с шизофренией и РАС от-
мечаются признаки окислительного стресса не только 
в мозге пациентов, но и системно — в периферической 
крови [11, 12]. Таким образом, маркеры окислительного 
стресса могут не только свидетельствовать о тяжести 
течения психических расстройств в континууме РАС 
и ШД [13], но и представлять собой биомаркеры для 
определения стратегий лечения пациентов с психоза-
ми: инфантильным психозом (ИП) при ДА; атипичным 
детским психозом (АДП) при АА и ШД.

Однако до сих пор ведутся дискуссии о связи окис-
лительного стресса, регистрируемого в перифериче-
ской крови, с тяжестью течения РАС и шизофрении, 
особенно с манифестацией в раннем детском возрасте.

Целью настоящего исследования является изу-
чение связи уровня окислительных повреждений ДНК 
в клетках периферической крови и характеристик цир-
кулирующей внеклеточной ДНК c шизофренией и тя-
жестью течения РАС у детей.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

1.1. Дизайн исследования
Образцы периферической крови для исследования 

были получены у детей, больных РАС разной степе-
ни тяжести (n = 58) и шизофренией (n = 38). Отбор 
больных проводился в отделе детской психиатрии (ру-
ководитель д.м.н., профессор Н.В. Симашкова) НЦПЗ 
(директор д.м.н., профессор Т.П. Клюшник) с исполь-
зованием клинико-психопатологического метода, 
включавшего наблюдение за ребенком в различных 
ситуациях с психопатологической оценкой поведения, 
эмоциональных и когнитивных проявлений, особен-
ностей социального функционирования, дополненных 
материалами медицинской документации (карты амбу-
латорных исследований, предоставляемые родителя-
ми). Из образцов крови были выделены мононуклеары, 
в которых проанализировали показатели окислитель-
ного стресса — уровень активных форм кислорода, 
уровень окислительных повреждений ДНК и двуните-
вых разрывов ДНК — по сравнению с аналогичными 
показателями в контрольной выборке здоровых детей 
соответствующего возраста (n = 34). Клетки с высо-
ким уровнем повреждений гибнут, пополняя пул цир-
кулирующей внеклеточной ДНК (вкДНК). В плазме пе-
риферической крови пациентов, больных РАС и ШД, 
определили концентрацию вкДНК и уровень окисле-
ния вкДНК. Определяемые показатели окислительного 
повреждения ДНК клеток и вкДНК проанализировали 

в подгруппах с разной степенью тяжести течения пси-
хотических расстройств.

1.2. Этическая экспертиза
Родители каждого ребенка подписывали инфор-

мированное согласие на отбор венозной крови (6 мл) 
и проведение научно-исследовательских эксперимен-
тов с биоматериалом, взятым у ребенка. Работа по-
лучила одобрение Локального этического комитета 
ФГБНУ «МГНЦ» (протокол № 6/4 от 15.11.2016).

1.3. Пациенты, психометрические шкалы, кри-
терии включения/исключения

Исследуемая выборка включала 96 больных ДА, 
АА, ШД, охарактеризованных на основе клинических 
критериев МКБ-10 [1], DSM-5 [2], а также здоровых 
доноров (34 чел.) соответствующего возраста. В ис-
следовании принимали участие пациенты в возрасте 
4–12 лет. Психометрическая оценка пациентов с РАС 
осуществлялась с использованием рейтинговой шка-
лы детского аутизма (Childhood Autism Rating Scale, 
CARS) [14], основанной на текущей регистрации по-
ведения обследуемого. Больные шизофренией дети 
оценивались по шкале PANSS [15], состоящей из пе-
речня 33 симптомов, оцениваемых по семи степеням 
тяжести, и отражающей выраженность продуктивных, 
негативных и неспецифических расстройств по соот-
ветствующим подшкалам. Оценивалась выраженность 
кататонических расстройств как общих для двух но-
зологий по шкале кататонии Буша–Фрэнсиса (Bush–
Francis Catatonia Rating Scale, BFCRS) [16].

Динамика развития оценивалась в том числе с по-
мощью детского варианта шкалы личного и социально-
го функционирования (Personal and social performance 
scale, PSP) [17] для определения способности пациен-
тов адекватно регулировать свою деятельность в че-
тырех основных областях.

Критерии включения:
•  больные ДА, инфантильным психозом;
•  больные АА, атипичным детским психозом (АДП);
•  больные ШД с началом в раннем детском возрас-

те.
Критерии исключения:
•  больные с синдромальными формами АА 

(врожденные дефекты обмена веществ, хромо-
сомные аномалии);

•  прогрессирующие дегенеративные заболевания.
1.4. Клинический анализ в подгруппах
Выборка детей с аутизмом была разбита на две 

группы по тяжести течения заболевания.
В I группу вошли пациенты с диагнозом ДА, «ин-

фантильный психоз» (F84.0) со слабо- и средне вы-
раженными проявлениями аутизма и тенденцией 
к компенсации состояния (30 человек). Расстройства 
кататонического регистра ярко проявлялись в разгаре 
заболевания, носили по большей части гиперкинетиче-
ский характер с выраженным моторным возбуждением, 
негативизмом, клишированным стереотипным поведе-
нием и двигательными стереотипиями. В период психо-
за останавливалось развитие речи. На этапе ремиссии 
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симптомы РАС смягчались, преобладали гиперкинети-
ческие расстройства с дефицитом произвольного вни-
мания и психопатоподобными проявлениями. Активно 
развивались эмоциональные реакции на окружение, 
сопровождавшиеся мимической, жестовой и речевой 
продукцией. Обращала на себя внимание общая мо-
торная неловкость, нарушение соразмерности крупных 
движений, трудности в усвоении навыков, требующих 
развития мелкой моторики пальцев.

II группу составила выборка больных с диагнозом 
«атипичный детский психоз» (АДП) в рамках АА (F84.1), 
у которых преобладало выраженное расстройство кон-
такта, речи и эмоций, сопровождавшееся «тяжелой» 
кататонией (28 человек). Манифестный приступ с по-
лиморфной (преимущественно кататонической и пси-
хопатоподобной симптоматикой) развивался на фоне 
аутистического дизонтогенеза в кризовых периодах 
развития 1,5 и 3 лет. В клинической картине психоза 
значительную часть симптоматики представляло дви-
гательное хаотичное возбуждение, в части наблюде-
ний сменяющееся эпизодами кататонического ступора. 
Двигательные стереотипии, возникающие в результате 
перераздражения подкорковых структур, подавляли 
целенаправленные движения, обусловленные актив-
ностью префронтальной коры головного мозга. Про-
должительность манифестных состояний составляла 
не менее трех лет. Регистрируемые ремиссии, как 
правило, были терапевтическими, низкого качества, 
с сохраняющейся стертой симптоматикой первого 
приступа, стереотипными движениями и выраженным 
когнитивным снижением. Речевая активность восста-
навливалась медленно, частично. В кризовые периоды 
развития (7 и 12–13 лет) возникали повторные психо-
тические приступы с развернутой кататонической, пси-
хопатоподобной, аффективной симптоматикой. Сохра-
нялись выраженные когнитивные нарушения вплоть 
до интеллектуальной недостаточности. По шкале соци-
ального функционирования больные соответствовали 
II уровню социальной дезадаптации.

Выборку детей, больных шизофренией с началом 
в раннем детском возрасте, злокачественным непре-
рывным течением (F20.8), составили 38 пациентов. 
Заболевание характеризовалось бурной манифеста-
цией кататоно-регрессивных приступов в возрасте 1,5 
и 3 лет. Яркой его особенностью было быстрое форми-
рование негативных изменений: «нажитого» аутизма, 
астении, редукции или снижения энергетического по-
тенциала, эмоционального оскудения, регресса речи, 
моторики, навыков опрятности. Олигофреноподобный 
дефект формировался уже в манифестном периоде 
болезни и не преодолевался в течение жизни. Речь не 
развивалась у половины пациентов. Прогноз был не-
благоприятным. Около трети больных проявляли рези-
стентность к нейролептической терапии. Обострение 
кататонической симптоматики прослеживалось в кри-
зах 7, 11–12 лет. Пациенты нуждались в постоянной 
опеке и уходе, длительном (пожизненном) приеме пси-
хофармакотерапии, которая повышала качество жизни. 

По шкале социального функционирования больные со-
ответствовали III уровню дезадаптации.

Контрольная группа детского возраста (34 челове-
ка) сформирована из здоровых детей того же возраст-
ного диапазона, что и пациенты клинической группы. 
Всем детям контрольной группы проводили визуаль-
ный анализ ЭЭГ экспертного уровня и сравнительное 
ЭЭГ-картирование мозга для исключения любых пато-
логических субклинических состояний.

1.5. Биохимические методы исследования
1.5.1. Выделение внеклеточной ДНК (вкДНК) 

и определение концентрации вкДНК
Выделение вкДНК из плазмы периферической кро-

ви доноров проводилось стандартным методом экс-
тракции органическими растворителями [18, 24]. Кон-
центрацию вкДНК в плазме крови определяли методом 
флуоресценсции с ДНК-интеркалирующим красителем 
PicoGreen (Invitrogen) на планшетном спектрофото-
метре-флуориметре EnSpire (PerkinElmer). Для исклю-
чения влияния возможных примесей на флуоресцен-
цию вкДНК в комплексе с красителем флуоресценцию 
также определяли и после исчерпывающего гидролиза 
вкДНК ДНКазой 1. Относительная стандартная ошибка 
исследования концентрации вкДНК в плазме опреде-
ляется в основном процедурой выделения ДНК и со-
ставляет 12 ± 5% от измеряемой величины.

1.5.2. Исследование уровня содержание во вкДНК 
маркера окисления: 8-гидрокси-2’-дезоксигуанозина (8-
OHdG)

Уровень 8-гидрокси-2’-дезоксигуанозина (8-OHdG) 
в составе вкДНК определяли методом дот-иммуноблот-
тинга по разработанному авторами протоколу [11]. 
Для этого пробы ДНК известной концентрации нано-
сили на нитроцеллюлозный фильтр (HybondExtraC, 
«Amerscham»), по 1,5 мкл в 3–5 повторах. После им-
мобилизации ДНК (30 мин при 80 °С) фильтр смачивали 
PBS и 30 мин инкубировали в блокирующем буфере 
(0,5% сухое обезжиренное молоко на PBS) при 37 °С, 
затем 3 ч при комнатной температуре при покачивании 
в свежеприготовленном растворе анти-8-OHdG антител 
(SC-66036, SantaCruz, США), в подобранном разведении 
15 мкл на 1 мл блокирующего буфера. Фильтр триж-
ды по 5 мин отмывали буфером PBS-0,05%TWEEN20 
и инкубировали 1 ч в свежеприготовленном растворе 
коньюгата анти-мышь-щелочная фосфатаза (Sc-2008, 
SantaCruz, США) в рекомендованном производителем 
разведении 1:1000 на PBS-0,05%TWEEN) при комнатной 
температуре при покачивании. Затем фильтр дважды 
по 5 мин промывали PBS-0,05%TWEEN20, однократно AP 
pH 9,5 (0,05М ТРИС рН 9,5, 0,2М NaCl), помещали в раст-
вор субстрата для щелочной фосфатазы (BCIP-NBT) 
и инкубировали в темноте до проявления отчетливых 
сигналов. Интенсивность окрашенных пятен опреде-
ляли компьютерным анализом изображения фильтра. 
В качестве стандартного образца для построения ка-
либровочной зависимости, связывающей содержание 
окисленного основания 8-OHdG в составе исследуемой 
ДНК и сигнала иммуноблоттинга, использовали набор 



МИА • ISSN1683-8319 (print) • journalpsychiatry.com • DOI 10.30629/2618-6667-2021-19-4-15-25

19

П
с
и
х
о
п
а
т
о
л
о
г
и
я
, 
к
л
и
н
и
ч
е
с
к
а
я
 
и
 
б
и
о
л
о
г
и
ч
е
с
к
а
я
 
п
с
и
х
и
а
т
р
и
я

П
с
и
х
и
а
т
р
и
я
 
19

(4
)'
2
0
2
1'
15

-
2
5

образцов ДНК, предварительно охарактеризованных 
масс-спектрометрически и окисленных под воздей-
ствием ультрафиолета.

1.5.3. Определение количества активных форм кис-
лорода

Уровень активных форм кислорода (АФК) определя-
ли с помощью красителя 2,7-дихлордигидрофлуоресце-
ин диацетата (DCFH-DA) («Molecular Probes/Invitrogen», 
США), который под действием АФК окисляется с обра-
зованием флуоресцирующего 2,7-дихлорфлуоресцеина 
(DCF) [26]. Краситель добавляли к клеткам, инкубиро-
вали 10 мин, клетки осаждались, анализ проводили 
в фосфатно-солевом буфере (PBS, «ПанЭко», Россия). 
Детектировали методом проточной цитометрии на про-
точном цитофлуориметре CyFlow® (Sysmex Partec GmbH, 
Германия).

1.5.4. Выделение G0-лимфоцитов периферической 
крови

G0-лимфоциты выделяли в системе фиколл–уро-
графин из периферической крови (гепаринизирован-
ной) здоровых доноров [11, 18].

1.5.5. Определение двухцепочечных разрывов ДНК 
ядер клеток

Метод определения двухцепочечных разрывов ДНК 
ядер клеток с помощью антител к фосфорилированной 
форме гистона H2AX (γH2AX) осуществляли по стан-
дартному протоколу, который основан на том, что вы-
сококонсервативный гистоновый белок, участвующий 
в упаковке ДНК хроматина (Н2АХ), фосфорилируется 
по остатоку серина 139 в сайте образования разрыва 
ДНК [26]. Клетки фиксировали 3,7% формальдегидом 
(«ХимМед», Россия) 10 мин при 37 °С, пермеабилизо-
вали 0,2% раствором Тритон Х-100 («Merck», Германия) 
10 мин при комнатной температуре и инкубировали 
с флуоресцентно меченными антителами DyLight488-
γH2AX (pSer139) (nb100-78356G NovusBio, USA) 2 ч 
при 24 °С. Детектировали методом проточной цитоме-
трии на проточном цитофлуориметре CyFlow® (Sysmex 
Partec GmbH, Германия).

5.5.6. Определение маркера окисления: 8-гидрок-
си-2’-дезоксигуанозина (8-OHdG) в клетках

Для диагностики уровня маркера окисления — 
8-гидрокси-2’-дезоксигуанозина (8-OHdG) — клетки 
фиксировали 2% параформальдегидом («ХимМед», 
Россия) 15 мин, 25 °С, пермеабилизировали 1% рас-
твором Тритона Х100 («Merck», Германия), инкубирова-
ли с антителами к 8-OHdG, меченными FITC (sc393871 
«SantaCruz», США), 2 ч при температуре 24 °С, 8-ги-
дрокси-2’-дезоксигуанозин (8-OHdG) в ДНК клеток 
определяли с использованием метода проточной ци-
тофлуориметрии на приборе CyFlow® (Sysmex Partec 
GmbH, Германия) [11, 18, 26].

1.6. Статистический анализ
Статистическую обработку проводили с исполь-

зованием программы Excel Microsoft Of ce, Statistica 
6.0, StatGraph. При анализе предполагаемых разли-
чий между выборками исходили из нуль-гипотезы об 
отсутствии различий, которую проверяли с помощью 

расчета U-критерия Манна–Уитни. Различия считали 
достоверными при p < 0,01.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При физиологических условиях активные формы 
кислорода (АФК) регулируют клеточный цикл, актив-
ность протеинкиназ и генную экспрессию. Увеличе-
ние синтеза АФК приводит к развитию окислительно-
го стресса и патологии [18–20]. Определяли уровень 
АФК в выделенных G0-лимфоцитах периферической 
крови исследуемых подгрупп пациентов. Для опре-
деления внутриклеточного уровня АФК использовали 
реагент — H2DCFH-DA (2,7-dichloro uorescin diacetate 
или 2,7-дихлордигидрофлуоресцеин диацетат), кото-
рый применяется для определения АФК в клетках [19, 
21]. Этот краситель быстро проникает через мембрану 
клеток и подвергается деацетилированию внутрикле-
точными эстеразами [21]. В цитозоле нефлуоресциру-
ющий дихлордигидрофлуоресцеин (DCFH) считается 
чувствительным внутриклеточным маркером окисли-
тельного стресса при его окислении до дихлорфлу-
оресцеина (DCF) различными радикалами АФК [21]. 
В ряде работ было показано, что окисление DCFH не-
специфично и появление сигнала DCF в клетках отра-
жает общий уровень АФК [21, 22]. Инкубация клеток 
c H2DCFH-DA приводит к возникновению в клетках 
флуоресцентного сигнала. Метод флуоресцентной 
микроскопии позволяет проанализировать локали-
зацию в клетках сигналов, отражающих синтез АФК. 
Метод проточной цитометрии определяет среднее 
количество АФК в клетке [21]. Мы проанализировали 
уровень АФК в выделенных G0-лимфоцитах перифе-
рической крови в трех выборках детей с патологией: 
в группе 1 — легкая и средняя форма течения РАС 
(ДА по МКБ-10); в группе 2 — тяжелая форма течения 
РАС (АА по МКБ-10); в группе 3 — ШД и в контрольной 
группе — здоровых детей (рис. 1).

Показали, что в лимфоцитах периферической крови 
детей группы 1 (ДА) уровень активных форм кисло-
рода был на 30–40% выше, чем в лимфоцитах детей 
из контрольной группы, что свидетельствует о наличии 
компенсируемого окислительного стресса у этих детей. 
В группе 2 (АА) уровень активных форм кислорода был 
в 2,2–2,5 раза выше (p < 0,01), чем в лимфоцитах детей 
из контрольной группы, а в группе 3 (у детей с диаг-
нозом ШД) уровень активных форм кислорода в 3–3,3 
раза выше (p < 0,01), чем в лимфоцитах детей из кон-
трольной группы (рис. 1). Эти данные свидетельствуют 
о наличии ярко выраженного окислительного стресса 
у детей с тяжелым АА и ШД.

Предположили, что интенсивный синтез АФК в клет-
ках крови может вызывать окисление и повреждение 
ДНК ядер клеток. В условиях окислительного стрес-
са в той или иной степени способны окисляться все 
основания ДНК [19, 21, 22]. Основными продуктами 
окисления клеточной ДНК являются тимидингликоль 
и 8-гидрокси-2’-дезоксигуанозин (8-OHdG), который 
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является широко используемым маркером для опре-
деления окислительных повреждений ДНК [22].

Оценили уровень 8-OHdG в лимфоцитах перифери-
ческой крови у детей с РАС, у детей с шизофренией 
и у здоровых детей. Этот показатель анализировали 
методом проточной цитофлуориметрии. В лимфоци-
тах крови пациентов из группы 1 ДА медиана уровня 
8-OHdG была недостоверно выше этого показателя 
для детей из контрольной выборки (рис. 2А). Однако 
уровень 8-OHdG в лимфоцитах крови пациентов из 2-й 
группы АА был в два раза выше, чем в контрольной вы-
борке (p < 0,01, рис. 2А). Уровень 8-OHdG в лимфоцитах 
крови пациентов из 3-й группы с ШД был в 2,8–3 раза 
выше (p < 0,01), чем у детей из контрольной выборки 
(p < 0,01, рис 2А).

Активные формы кислорода вызывают окислитель-
ную модификацию оснований ДНК в ядре, что приво-
дит к повреждению хроматина и образованию одно- 
и двунитевых разрывов [19, 23]. Уровень повреждения 
ДНК в ядрах лимфоцитов периферической крови детей 
с РАС, с диагнозом ШД и здоровых детей из контроль-
ной выборки оценивали по уровню фосфорилирован-
ной формы гистона H2AX (γH2AX) методом проточной 
цитофлуориметрии. Фосфорилирование гистонов H2A 
по Ser139 происходит в ответ на двунитевые разрывы 
ДНК (DSB), и метод гамма-фокусов используется для 
оценки уровня двунитевых разрывов ДНК ядер клеток. 
В лимфоцитах крови пациентов из группы 1 ДА медиана 
уровня γH2AX в ядрах лимфоцитов была недостоверно 
выше этого показателя для детей из контрольной вы-
борки (рис. 2Б). Уровень γH2AX в ядрах лимфоцитов 
крови пациентов из 2-й группы АА был в два раза выше, 

чем в контрольной выборке (p < 0,01, рис 2Б). Уровень 
8-OHdG в лимфоцитах крови пациентов из 3-й группы 
ШД был в 2,6–2,9 раза выше (p < 0,01), чем у детей 
из контрольной выборки (p < 0,01, рис. 2Б).

Таким образом, было показано, что при тяжелой 
степени аутизма (АА по МКБ-10), так же как и при ши-
зофрении в детском возрасте, окислительный стресс 
имеет генотоксичный эффект, что проявляется в на-
коплении одно- и двухцепочечных разрывов в ядрах 
клеток периферической крови. При ДА окислительный 
стресс значительно менее выражен, чем при АА и ШД. 
Иными словами, при тяжелом течении аутизма, так же 
как и при ШД, происходит накопление окислитель-
ных повреждений в мононуклеарах периферической 
крови. Подобные нарушения наблюдали на выборке 
взрослых больных шизофренией [18].

В условиях окислительного стресса клетки с вы-
соким уровнем окислительных нерепарируемых по-
вреждений ДНК гибнут, пополняя пул внеклеточной 
ДНК (вкДНК) фрагментами окисленной вкДНК [23]. 
Исследовали концентрацию внеклеточной ДНК и уро-
вень окисленных оснований в составе вкДНК плазмы 
крови детей с диагнозом РАС, детской шизофренией 
и здоровых детей. На рис. 3А представлены результаты 
измерения концентрации вкДНК в образцах плазмы 
пациентов с РАС, шизофренией в детском возрасте 
и здоровых детей из контрольной выборки. Обнаружи-
ли статистически значимое повышение уровня вкДНК 
в плазме в группах 1 (ДА), 2 (АА) и группе 3 (ШД) 
по сравнению со здоровыми детьми из контрольной 
группы (р < 0,001, рис. 3А); кроме того, статистиче-
ски значимое различие было достигнуто и при срав-
нении значений концентрации в группе 1 и в группе 
2 (р < 0,01), а также в группе 1 и группе 3 (р < 0,01). 
Во 2-й группе АА (тяжелая форма РАС) среднее зна-
чение концентрации вкДНК было приблизительно 
в 3,5 раза выше, чем тот же показатель у здоровых лю-
дей (р < 0,001), в группе 3 ШД значение концентрации 
вкДНК было приблизительно в 3,2 раза выше, чем тот 
же показатель у здоровых людей (р < 0,001). Вероятно, 
более низкие значения концентрации в выборке детей, 
больных шизофренией, по сравнению с выборкой де-
тей с тяжелой степенью аутизма обусловлены более 
высокой активностью компонентов системы элимина-
ции вкДНК из кровотока на фоне повышенного уровня 
повреждения ДНК лимфоцитов крови и накоплением 
в циркуляции устойчивых к нуклеазному гидролизу 
фрагментов внеклеточной ДНК [23, 24]. У пациентов 
группы 1 (легкая и средняя тяжесть РАС) увеличение 
концентрации вкДНК по сравнению с нормальным ис-
ходным уровнем было менее выраженным (р = 0,0096).

Как мы уже отмечали, в условиях окислитель-
ного стресса способны окисляться все основания 
внеклеточной циркулирующей ДНК, но наиболее бы-
стро и эффективно окисляется гуанозин, продуктом 
окисления которого становится 8-гидрокси-2’-дезок-
сигуанозин (8-OHdG) [22, 23]. Определили уровень 
8-OHdG в составе вкДНК детей, больных аутизмом 

Рис. 1. Уровень активных форм кислорода в лимфоцитах 
периферической крови детей с диагнозом РАС, детской 
шизофрении и здоровых детей
Контроль — контрольная группа здоровых детей; 
группа 1 — с ДА; группа 2 — с АА; группа 3 — с ШД; 
* различия с контрольной группой достоверны, p < 0,01
Fig. 1. The level of reactive oxygen species in peripheral 
blood lymphocytes of children diagnosed with ASD, 
childhood-onset schizophrenia and healthy children
Control — a control group of healthy children; group 1 — 
CA; group 2 — AA; group 3 — COS; * differences with the 
control group are signi cant, p < 0.01
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и шизофренией. Анализ содержания маркера окисле-
ния вкДНК — 8-OHdG — в образцах проводился мето-
дом дот-блот-гибридизации на фильтрах. Количество 
8-OHdG в составе вкДНК повышается в 3,3–3,7 раза 
(р < 0,01) в группе 3, пациентов с ШД, и в 2,5–3 раза 
(р < 0,01) в группе 2, пациентов с АА (с тяжелым 
течением РАС); в группе 1, пациентов с ДА (легкой 
и средним течением РАС), различий с контролем не 
наблюдается (рис. 3 Б).

Основная причина обогащения вкДНК маркером 
окисления 8-OHdG — это преимущественная гибель 

клеток с высоким уровнем окисления клеточной ДНК 
и увеличение содержания ГЦ-богатых последователь-
ностей в составе вкДНК по сравнению с ядерной ДНК 
[23]. Также в окисленную фракцию вкДНК вносит вклад 
митохондриальная ДНК с повышенным содержанием 
8-OHdG [21]. Повышение содержания 8-OHdG в соста-
ве вкДНК может свидетельствовать об окислительном 
стрессе в организме.

И шизофрения, и РАС рассматриваются как сложные 
и неоднородные психические расстройства в конти-
нууме РАС и шизофрении с началом в детском возрасте 

Рис. 2. Уровень 8-OHdG в лимфоцитах (А) и уровень γH2AX в ядрах лимфоцитов (Б) периферической крови детей 
с ДА, АА, ШД и здоровых детей
Контроль — контрольная группа здоровых детей; группа 1 — ДА; группа 2 — АА; группа 3 — ШД; * различия 
с контрольной группой достоверны, p < 0,01. Тест Краскела–Уоллиса показал достоверное различие между 
анализируемыми группами (для А и Б), p < 0,01
Fig. 2. The level of 8-OHdG in lymphocytes (A) and the level of γH2AX in the nuclei of lymphocytes (B) in the peripheral 
blood of children with CA, AA, COS and healthy children
Control — control group of healthy children; group 1 — CA; group 2 — AA; group 3 — COS; * differences with the 
control group are signi cant, p < 0.01. The Kruskal–Wallis test showed a signi cant difference between the analyzed 
samples (for A and B), p < 0.01

Рис. 3. Концентрация внеклеточной ДНК (А) и содержание 8-OHdG в образцах внеклеточной ДНК (Б) плазмы 
периферической крови детей с диагнозом РАС, шизофренией у детей и здоровых детей
Контроль — контрольная группа здоровых детей; группа 1 — ДА (легкая и средняя форма течения РАС); группа 
2 — АА (тяжелая форма течения РАС); группа 3 — ШД; * различия с контрольной группой достоверны, p < 0,01
Fig. 3. Concentration of extracellular DNA (A) and content of 8-OHdG in extracellular DNA samples (B) of peripheral 
blood plasma of children diagnosed with ASD, childhood-onset schizophrenia and healthy children
Control — a control group of healthy children; group 1 — CA (mild and moderate forms); group 2 — AA (severe form); 
group 3 — COS; * differences with the control group are signi cant, p < 0.01
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[13]. Гетерогенность шизофрении и РАС связана с широ-
ким спектром биологических путей, задействованных 
в патогенезе этих заболеваний. Одним из факторов, 
объединяющим эти биологические пути, по-видимому, 
считается окислительный стресс [4, 23, 25]. До сих пор 
нет определенного мнения о том, является ли окисли-
тельный стресс причиной заболевания или же он воз-
никает вторично под влиянием экзогенных факторов 
окружающей среды (отрыв от матери, переезд, инфек-
ции, отдельные вакцины и др.). Тем не менее признано, 
что окислительный стресс играет существенную роль 
в патогенезе как шизофрении, так и РАС [4, 25]. Кроме 
того, необходимо отметить, что фрагменты окисленной 
вкДНК могут сами быть факторами стресс-сигнализа-
ции, индуцируя синтез свободных радикалов клетками 
крови и эндотелия [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Окислительно-восстановительный дисбаланс мо-
жет способствовать развитию как шизофрении, так 
и аутизма (ДА, АА) у детей на различных уровнях и с 
помощью различных механизмов [4, 25]. Однако важ-
но отметить, что окислительный стресс имеет разную 
выраженность при РАС, протекающих в тяжелой форме 
при АА и в легкой/средней форме — при ДА. При ДА 
уровень окислительных повреждений ДНК лимфоцитов 
имеет тенденцию к повышению, но не достигает уровня 
достоверности; уровень окислительных повреждений 
вкДНК не отличается от контроля и даже несколько 
снижен. Это может свидетельствовать об активации 
антиоксидантных систем в клетках и компенсируемом 
окислительном стрессе. При АА и еще в большей степе-
ни при ШД уровень окислительных повреждений ДНК 
клеток и вкДНК значительно повышен, что свидетель-
ствует о развитии системного окислительного стрес-
са, который не компенсируется антиокислительной 
системой организма. Это может быть связано или со 
снижением антиоксидантной системы, или с высоким 
уровнем синтеза свободных радикалов клетками кро-
ви. При этом уровень 8-OHdG в составе вкДНК и ДНК 
ядер клеток периферической крови может служить 
маркером некомпенсируемого окислительного стресса, 
что важно не только для диагностики тяжести течения 
патологического процесса, но и для разработки систем 
базовой психотропной терапии с подключением анти-
оксидантных препаратов.

По-видимому, патологический апоптоз, обусловлен-
ный окислительным стрессом, можно рассматривать 
как «второй удар», накладывающийся на физиологиче-
ский апоптоз в кризовые, уязвимые к стрессу, периоды 
онтогенеза. С ним связан тяжелый прогноз при АА 
(АДП) и особенно при ШД. При ДА (ИП) окислительный 
стресс не выходит за пределы контрольных значений, 
патологический апоптоз не прослеживается; процесс 
обратимый, прогноз благоприятный, что подтверждено 
данными проведенного клинико-биологического ис-
следования.
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