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Экзосомы представляют собой везикулы эндоцитарной мембраны небольшого размера (30–100 нм),
которые содержатся в мультивезикулярных органах в эндосомной системе и секретируются при
слиянии мультивезикулярных телец с плазматической мембраной. Благодаря функции переносчи-
ков специфических грузов, а также стабильности в биологических жидкостях, экзосомы все чаще
рассматриваются как потенциальные биомаркеры различных заболеваний. Степень участия и
функциональная значимость экзосом в патогенезе депрессии мало изучены. Разработка методов
диагностики депрессивных расстройств, на основе анализа циркулирующих экзосом, несмотря на
методологические трудности, связанные с их выделением и идентификацией, очень перспективна.
Целью настоящего исследования было выделение из сыворотки крови и сравнительный анализ эк-
зосом пациентов с депрессивным расстройством и здоровых добровольцев с применением различ-
ных методов оценки. Концентрация сывороточных экзосом у пациентов с депрессивным расстрой-
ством, оцененная методомдинамического светорассеяния, анализом траектории наночастиц и им-
муноферментным анализом была достоверно повышена по сравнению с показателями здоровых
добровольцев. Обсуждается вопрос о возможной взаимосвязи повышенного уровня сывороточных
экзосом с клеточно-опосредованной иммунной активацией, наблюдаемой при депрессии.
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ВВЕДЕНИЕ
Многочисленные исследования указывают на

то, что большинство клеток организма способны
секретировать во внеклеточное пространство
мембранные везикулы. Эти везикулы могут быть
различного назначения, но, независимо от этого,
все они объединены под общим названием экстрак-
леточных везикул. Известно, что во время созрева-
ния эндосом во внутриэндосомальном простран-
стве образуются интралюминальные пузырьки, ко-
торые накапливаются в процессе превращения
эндосом в мультивезикулярные тельца. Мультиве-
зикулярные тельца сливаются с плазматической
мембраной, а образовавшиеся внутри этих телец
везикулы размером 30–100 нм, получившие на-
звание экзосом поступают во внеклеточное про-

странство [1, 2]. Полость экзосом, ограниченная
собственной мембраной, имеет цитоплазматиче-
ское происхождение, внутри могут находиться
различные белки, включая ферменты, ростовые
факторы, рецепторы, гормоны, а также липиды,
нуклеиновые кислоты и низкомолекулярные ме-
таболиты [3, 2]. Экзосомы сохраняют биохимиче-
ский профиль клеток-продуцентов, переносят
различные вещества и сигнальную информацию
[1, 2, 4]. Благодаря функции переносчиков специ-
фических грузов, экзосомы могут быть использо-
ваны, как индикаторы различных физиологиче-
ских и патологических состояний организма. До-
полнительные преимущества их применения в
этом качестве обусловлены тем, что они не разру-
шаются во внеклеточной среде, присутствуют в
биологических жидкостях в количествах, доста-
точных для их выделения и анализа [4–6], и не из-
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меняют свои основные свойства после хранения
при низких температурах [6].

В научных публикациях, посвященных иссле-
дованию экстраклеточных везикул, представле-
ны многочисленные доказательства высокой
функциональной значимости экзосом как транс-
портеров веществ и сигнальной информации при
нейродегенеративных заболеваниях [7–9]. Ис-
следование экзосом в ликворе и сыворотке крови
по динамике связанных с ними специфических
белков, медиаторов или нуклеиновых кислот, в
определенной степени, позволяет судить о кле-
точных процессах, происходящих в центральной
нервной системе (ЦНС) в норме и при патологии
[1, 8, 9]. Показано, что патогенез заболевания мо-
жет ускоряться или опосредоваться экзосомами и
связанными с ними грузами [10].

Депрессивные расстройства являются гетеро-
генной группой заболеваний с разной степенью
проявления и выраженности клинических и фи-
зиологических показателей [11]. Патогенез де-
прессии в значительной степени обусловлен ком-
плексным нарушением нервной, эндокринной и
иммунной регуляции организма, приводящим к
снижению нейропластичности мозга, гормональ-
ному дисбалансу, нейровоспалению, эпигенетиче-
ским модификациям [12–16] и связан со сложны-
ми межклеточными взаимодействиями, как в са-
мом мозге, так и за его пределами [17, 18]. Степень
участия и функциональная значимость экзосом,
задействованных в этих процессах при депрессии,
мало изучены. Немногочисленные исследования,
выполненные в этой области, посвящены, в ос-
новном, анализу экспрессии разных микроРНК,
как потенциальных маркеров заболевания, кото-
рые переносятся экзосомами [19–22]. Разработка
методов диагностики депрессивных расстройств
на основе анализа циркулирующих экзосом, не-
смотря на методологические трудности, связан-
ные с их выделением и идентификацией, пред-
ставляется перспективной. Имеющаяся в настоя-
щее время информация является недостаточной
для понимания роли экзосомального компонента
в межклеточном взаимодействии при депрессии
и потенциальной возможности использования
экзосом в диагностике заболевания. Это диктует
необходимость получения дополнительных све-
дений о количественном и качественном измене-
нии циркулирующих экзосом при депрессии.

Целью настоящего исследования было выделить
из сыворотки крови фракции экстраклеточных ве-
зикул, соответствующих по размеру экзосомам, у
людей, страдающих депрессивным расстройством,
и у здоровых добровольцев и сравнить их, применяя
различные методы оценки.

Необходимо отметить, что одной из серьезных
проблем, затрудняющих практическое использо-
вание циркулирующих экзосом в диагностике

различных заболеваний, является отсутствие еди-
ного стандартизированного способа их выделе-
ния и идентификации. В основе существующих
методов лежат особенности их физической (плот-
ность, размер) или биохимической (специфиче-
ские поверхностные белки или углеводы) струк-
туры. При проведении настоящего исследования
применяли методы как физической, так и биохи-
мической оценки выделенных везикул, посколь-
ку каждое отдельно взятое их качество представ-
лялось недостаточным объективным критерием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Критерии отбора участников исследования. В
пилотное исследование были включены 14 паци-
ентов с депрессивным расстройством и 12 участ-
ников контрольной группы.

Критериями включения для пациентов яви-
лись: наличие установленного диагноза в рамках
F41.2, F32, F33 МКБ-10, возраст от 18 до 45 лет,
наличие письменного информированного согла-
сия. Диагноз депрессивного расстройства для
каждого пациента подтверждался лечащим вра-
чом-психиатром. Критериями включения для
контрольной группы явились: возраст от 18 до
45 лет и наличие письменного информированно-
го согласия. Критериями исключения для обеих
групп явились: шизофрения; алкоголизм и нар-
комания в анамнезе жизни; серьезные невроло-
гические заболевания (инсульт, болезнь Паркин-
сона, деменция, ушибы мозга, эпилепсия, и т.п.);
эндокринные нарушения: сахарный диабет, дис-
функция щитовидной железы и прием тирео-
тропных препаратов/заместительной терапии;
любое инвалидизирующее заболевание внутрен-
них органов; выраженный дефицит зрения или
слуха; значительные физические нагрузки нака-
нуне обследования, суточный и ночной графики
работы, прием антикоагулянтов и психотропных
препаратов в период до госпитализации или пе-
ред участием в исследовании. Демографическая
информация включала возраст, пол, уровень об-
разования, экономический статус и индекс массы
тела (ИМТ).

Количественная оценка симптомов депрессии
и тревоги проводилась с использованием вопрос-
ников: “Шкала депрессии Бека” [23, 24] – для
субъективной оценки уровня депрессии; “Шкала
тревоги Спилбергера” в адаптации Ю.Л. Ханина –
для оценки уровней ситуативной и личностной
тревоги [25, 26]. Состояние пациентов также оце-
нивалось по “Шкале депрессии Гамильтона” [27],
заполняемой их лечащим врачом-психиатром.

Материал для исследования. Материалом для
исследования служила сыворотка крови. Забор
крови у пациентов и участников контрольной
группы проводили из локтевой вены в утренние
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часы натощак. Известно, что на образование экс-
траклеточных везикул оказывает влияние множе-
ство факторов [28]. Поэтому процедура взятия
крови и преаналитический этап подготовки проб
были максимально стандартизированы. Для всех
проб были соблюдены одинаковые условия, а
именно: время (не более 30 мин) и способ забора
крови; температура в помещении между взятием
крови и центрифугированием (22–23°С); условия
центрифугирования; условия хранения биологи-
ческого материала на всех этапах анализа. У па-
циентов с депрессивным расстройством кровь
брали до назначения терапии.

Определение лабораторных показателей крови.
Определение клинических, биохимических и
гормональных параметров цельной крови и сыво-
ротки крови проводили для оценки и учета базо-
вых различий лабораторных показателей между
пациентами с депрессивным расстройством и
здоровыми добровольцами, а также для исключе-
ния из исследования людей в случае первичного
выявления у них любых острых воспалительных
процессов и гормональных нарушений. Клини-
ческий анализ крови проводили с использовани-
ем гематологического анализатора LH-500 (Beck-
man Coulter, США), биохимический анализ сыво-
ротки крови – с применением автоматического
анализатора ILab Aries (Instrumentation Laborato-
ry, Италия) наборами (Biosystems S.A., Испания).
Половые гормоны, гормоны щитовидной железы,
кортизол, пролактин, интерлейкин-6 измеряли в
сыворотке крови на иммунохимическом анализа-
торе Access® 2 (Beckman Coulter, США), соответ-
ствующими наборами (Beckman Coulter, США).
Мозговой нейротрофический фактор (Brain De-
rived Neurotrophic Factor, BDNF), цилиарный
нейротрофический фактор (Ciliary Neurotrophic
Factor, CNTF) определяли в сыворотке крови со-
ответствующими наборами Quantikine ELISA Kit
(R&D Systems, США) с использованием иммуно-
ферментного анализатора ChemWell 2910 (Combi)
(Awareness Technilogy, США) по методикам про-
изводителя тест-систем.

Способ выделения экстраклеточных везикул,
соответствующих по размеру экзосомам, из сыво-
ротки крови. Пробы сыворотки крови получали и
очищали от остатков клеток и высокомолекуляр-
ных комплексов последовательным центрифугиро-
ванием при 4°С в течение 10 мин при 300 g, в тече-
ние 20 мин при 1200 g, в течение 30 мин при 10000 g.

Для выделения фракции экстраклеточных вези-
кул, соответствующих по размеру экзосомам, был
выбран и стандартизирован метод гель-фильтрации
сыворотки крови с применением колонок, запол-
ненных смолой Sepharose CL-2B (GE Healthcare,
США). Колонку заполняли 10 мл смолы Sepharose
CL-2B (GE Healthcare, США) и уравновешивали
фосфатным буфером (PBS). Предварительно цен-

трифугированную сыворотку крови наносили на
колонку в объеме 500 мкл, после добавления про-
бы наносили 3.5 мл PBS, элюат отбрасывали. По-
сле этого наносили 1 мл PBS и собирали элюат
для последующего анализа. Перед очередной
пробой промывали колонку не менее чем 10 мл
PBS [29].

Полученные после гель-фильтрации образцы
анализировали несколькими способами.

Анализ траектории наночастиц. Анализ траек-
торий наночастиц проводили на приборе Nano-
Sight NS300 (Malvern Panalytical, Великобрита-
ния). В качестве источника света был использо-
ван лазер с длиной волны 488 нм. Свет от лазера
входил в проточную кювету, содержащую обра-
зец, и рассеивался на частицах. Под углом около
90 градусов к направлению света находился объ-
ектив микроскопа, через который все рассеиваю-
щие свет частицы снимались на камеру с частотой
25 кадров в секунду при постоянной температуре.
Последующая компьютерная обработка отснятого
видео позволяла проследить траекторию движения
каждой частицы индивидуально, и, используя урав-
нение Стокса–Эйнштейна, из величины переме-
щения за единицу времени вычислить ее размер.
Образец постоянно подавался в проточную кюве-
ту с помощью шприцевого насоса, что позволяло
записать на видео движение большого числа ин-
дивидуальных частиц, расход разведенного об-
разца составлял 0.5 мл. Выделенные экзосомы
разводили в 25 раз и производили три видеозаписи
по 30 с для каждого образца, результаты усредня-
ли. При таком разведении в каждом кадре оказы-
вается около ста индивидуальных частиц. Ско-
рость прокачки образца насосом составляла 60 у.е.,
так что суммарное число треков на каждом видео
составляло около двух тысяч. При компьютерной
обработке видеозаписей были выставлены одина-
ковые для всех образцов параметры, принятые
для обсчета типичных экзосом (Blur 5 × 5, Max.
jump 12, Min. track steps 5), которые позволяли
определять как размер частиц, так и их концен-
трацию.

Метод динамического светорассеяния. Динами-
ческое светорассеяние частиц в образцах определя-
ли на приборе Zetasizer Nano S (Malvern Panalytical,
Великобритания). В кварцевую кювету наливали
1 мл разведенных в 25 раз в PBS выделенных экс-
траклеточных везикул и определяли светорассея-
ние на угол 173 градуса на длине волны 633 нм,
выполняя три повтора по 200 с каждый. Оборудо-
вание позволяло вычислить размер частиц, а так-
же определить общее число отраженных фото-
нов, выражаемое в единицах (тысяча фотонов в
секунду, kcps), которое служило параметром, ха-
рактеризующим концентрацию частиц в образце.

Иммуноферментный анализ. Иммунофермент-
ный анализ сыворотки крови проводили, исполь-
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зуя наборы EXO-Test (ELISA) (HansaBioMed, Эс-
тония) предназначенные для количественного
определения экзосом в плазме и сыворотке крови
человека по протоколу производителя тест-си-
стемы (www.hansabiomed.eu) на автоматическом
анализаторе ChemWell 2910(Combi) (Awareness
Technilogy, США).

Определение общей концентрации белков выде-
ленных экзосом. Аликвоты с экзосомами после
гель-фильтрации сыворотки крови концентриро-
вали с помощью высаживания 10% трихлоруксус-
ной кислотой (ТХУ) и ресуспендировали в PBS.
Концентрацию белка в полученных образцах
определяли с помощью реактива Кумасси G-250.
Пробы смешивали с красителем в соотношении
2 : 3, инкубировали при комнатной температуре в
течение 5 минут и определяли поглощение при
595 нм с помощью планшетного спектрофлуори-
метра HidexSense (PerkinElmer, Финляндия). Калиб-
ровочную прямую строили по бычьему сывороточ-
ному альбумину в концентрации от 0.01 до 2 мг/мл.

Определение общей концентрации липидов вы-
деленных экзосом. Пробирки на 1.5 мл предвари-
тельно обрабатывали 70 мкл хлороформа и инку-
бировали при постоянном перемешивании при
90°С 10 мин до полного испарения хлороформа. В
эти пробирки добавляли по 50 мкл фракции экзо-
сом, находящихся в PBS. К пробам добавляли
250 мкл 96% серной кислоты и инкубировали
20 мин при 90°С при постоянном помешивании.
После инкубации пробы охлаждали до комнатной
температуры, потом добавляли в лунки 96-луноч-
ного планшета по 220 мкл каждой пробы и по
110 мкл ванилинового реагента (0.2 мг/мл в 17%
ортофосфорной кислоте). Инкубировали 10 минут
при комнатной температуре, затем проводили из-
мерение при 540 нм с использованием планшетно-
го спектрофлуориметра HidexSense (PerkinElmer,
Финляндия). В качестве стандарта использовали
раствор масла в хлороформе в концентрации до
2 мкг/мл.

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов проводили в
программе STATISTICA ver. 10, StatSoftInc. Ре-
зультаты представлены в виде среднее ± стан-
дартное отклонение (M ± SD). Статистическую
значимость различий между группами определя-
ли по критерию Манна–Уитни (для двух незави-
симых выборок). Корреляционный анализ про-
водился с расчетом коэффициента ранговой кор-
реляции по Спирмену (r). Различия считали
достоверными при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительная характеристика групп участни-
ков исследования. Ранее было показано, что на
образование экстраклеточных везикул может

оказывать влияние множество факторов, вклю-
чая возраст, пол, режим дня, качество питания и
др. [28]. Поэтому группы пациентов с депрессией
и здоровыми добровольцами были тщательно по-
добраны и по средним демографическим показа-
телям (возраст, ИМТ, процентное соотношение
женщин и мужчин в группе, экономический и об-
разовательный статус) достоверно не отличались.
У всех испытуемых не было выявлено никаких
острых воспалительных процессов и гормональ-
ных нарушений.

Согласно опросу и клинико-психологическим
данным пациенты имели умеренную степень тя-
жести депрессивного расстройства (средний балл
по Шкале Гамильтона – 18.0 ± 3.9, средняя дли-
тельность депрессивного эпизода – 2.1 ± 1.7 года).

Биохимический анализ крови по параметрам
липидного, углеводного обмена, основным груп-
пам ферментов и микроэлементов не выявил зна-
чимых различий между пациентами с депрессив-
ным расстройством и здоровыми добровольцами.

По гормонам (пролактин, тестостерон, эстра-
диол, кортизол) достоверных различий между
сравниваемыми группами также не было, имело
место лишь снижение на уровне тенденции сыво-
роточной концентрации тиреотропного гормона
у пациентов с депрессией (р < 0.08). Сравнитель-
ный клинический анализ клеток крови показал
достоверно выраженный относительный лимфо-
цитоз и относительную нейтропению, выявлен-
ную на уровне тенденции в группе пациентов с
депрессией по сравнению со здоровыми добро-
вольцами (табл. 1).

При определении нейротрофических факто-
ров и интерлейкина-6, было выявлено достовер-
но значимое повышение уровня CNTF у пациен-
тов с депрессией по сравнению с участниками
контрольной группы (табл. 1). CNTF, цитокин из
семейства интерлейкина-6, ассоциируется с ней-
ропротекцией при повреждении ЦНС и играет
большую роль в дифференцировке глиальных
клеток. Было показано, что CNTF оказывает за-
щитное действие на разные группы нейронов,
включая дофаминовые нейроны, ингибируя ак-
тивацию микроглии, окислительный стресс и
нейровоспаление [30, 31].

Сравнительная характеристика экзосом, выде-
ленных из сыворотки крови пациентов с депрессив-
ным расстройством и здоровых добровольцев.
Оценка физических характеристик выделенных
экстраклеточных везикул методами динамиче-
ского светорассеяния и анализа траектории ча-
стиц показала, что их размер варьировал около
100 нм и достоверно не отличался у пациентов с де-
прессивным расстройством и здоровых добро-
вольцев. Также не было выявлено различий между
сравниваемыми группами по таким параметрам
как количество белка на частицу и количество ли-
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пидов на частицу. При этом концентрация сыво-
роточных экстраклеточных везикул, соответству-
ющих по физическим параметрам экзосомам,
оцененная вышеуказанными методами, была до-
стоверно повышена у пациентов с депрессивным
расстройством. Результаты проведенного иммуно-
ферментного анализа сыворотки крови с антитела-
ми к экзосомальным поверхностным белкам – тет-
распанинам подтвердили данные о повышенном
содержании экзосом в сыворотке крови у пациен-
тов с депрессивным расстройством по сравнению
с контрольной группой. Общее количество белка,
измеренное в экзосомальных фракциях сыворот-
ки крови у пациентов с депрессией, также было
достоверно повышено по сравнению с соответ-
ствующим показателем участников контрольной
группы (табл. 2).

Известно, что преобладающая доля экзосом,
присутствующих в сыворотке крови, происходит
из клеток самой крови, экзосомальные фракции
других клеток составляют лишь небольшую часть
от общего числа [3, 29]. Выявленное увеличенное
количество экзосом в сыворотке крови у пациен-
тов с депрессивным расстройством имело место
на фоне достоверно выраженного относительно-
го лимфоцитоза и достоверно повышенной кон-
центрации цитокина CNTF, ассоциированного с
дисрегуляторными процессами, происходящих в

микроглии и астроглии [32]. Ранее было показа-
но, что реактивная микроглия высвобождает эк-
зосомы и микровезикулы, несущие провоспали-
тельные цитокины, и может индуцировать и рас-
пространять воспалительные реакции в
организме [33–38]. Можно предположить, что
повышенный уровень экзосом в сыворотке крови
у пациентов с депрессией связан с клеточно-опо-
средованной иммунной активацией, которая, по
мнению многих исследователей, является одним
из физиологических проявлений этой группы за-
болеваний [18, 33–36]. Число частиц, определяе-
мое методом динамического светорассеяния по-
ложительно коррелировало с концентрацией
CNTF (коэффициент корреляции Spearman со-
ставил 0.60, p = 0.0008), что косвенно может под-
тверждать высказанное выше предположение.

Также были найдены корреляции количества
экзосом, оцененные разными методами, с дли-
тельностью депрессивного эпизода (при оценке
физическими методами коэффициент корреля-
ции Spearman составил 0.45, р < 0.07; при оценке
иммуноферментным анализом 0.54, р < 0.02).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В исследовании показано, что концентрация
экзосом в сыворотке крови, оцененная разными

Таблица 1. Основные демографические, психометрические и лабораторные параметры пациентов с депрессией
и здоровых добровольцев

MDD – большое депрессивное расстройство (major depressive disorder).

Показатель (M ± SD) Контроль
n = 12

MDD
n = 14 p

Демографические показатели
Возраст 31.8 ± 7.5 30.6 ± 8.3 0.57
Женщины/мужчины, % 67/33 71/29 0.82
ИМТ 22.8 ± 2.1 21.4 ± 3.4 0.34
Уровень дохода (ниже среднего/средний, %) 42/58 43/57 0.46
Образование (среднее/высшее, %) 17/83 21/79 0.53

Психометрические показатели
Шкала Бека 3.5 ± 2.7 23.9 ± 9.7 0.00009
Ситуативная тревога 29.6 ± 7.2 57.6 ± 12.6 0.0002
Личностная тревога 37.4 ± 4.2 53.9 ± 12.7 0.007

Состав клеток крови
Лейкоциты, 103/мл 5.8 ± 1.0 7.0 ± 2.2 0.31
Нейтрофилы, % 59.3 ± 6.6 51.8 ± 10.3 0.086
Лимфоциты, % 28.9 ± 5.0 36.9 ± 8.3 0.015
Моноциты, % 7.9 ± 1.6 8.0 ± 1.8 0.91
Тромбоциты, 103/мл 241.7 ± 55.5 222.2 ± 36.0 0.86
Эритроциты, 106/мл 4.8 ± 0.5 4.7 ± 0.6 0.83
Ростовые факторы и цитокины
BDNF, нг/мл 24.1 ± 6.8 20.8 ± 5.7 0.15
CNTF, пг/мл 3.2 ± 2.0 6.3 ± 4.2 0.02
Интерлейкин-6, пг/мл 2.7 ± 1.2 3.4 ± 2.5 0.61
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методами, была достоверно повышена у пациен-
тов с умеренной степенью тяжести депрессии по
сравнению с участниками контрольной группы.
Полученные результаты являются предваритель-
ными и требуют дальнейшего изучения. Для вы-
явления потенциальных закономерностей необ-
ходимо проверить полученные данные на более
представительной выборке пациентов с депрес-
сией, включающей участников с разной степенью
тяжести заболевания, в том числе, пациентов с
рецидивирующим течением депрессивного рас-
стройства.
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Exosomes are vesicles of endocytic membrane of small size (30–100 nm) that may be found in the endosome
system of multivesicular organs and are released after fusion of multivesicular bodies with plasma membrane.
Exosomes function as carriers for specific loads and are stable in biological f luids, hence, exosomes are con-
sidered as the potential biomarkers of different diseases. The degree of involvement and functional signifi-
cance of exosomes in pathogenesis of depression are poorly studied. The development of diagnostic methods
for depressive disorders based on the analysis of circulating exosomes is very promising despite the method-
ological complications related to their isolation and identification. The purpose of this study was to isolate
exosomes from the blood serum of patients with major depressive disorder (MDD) and compare with the
healthy volunteers using different methods of evaluation. The concentration of serum exosomes assessed with
the method of dynamic light scattering, nanoparticle tracking analysis, and enzyme-linked immunoassay,
was statistically elevated in patients with MDD compared to healthy volunteers. The possible connection be-
tween the increased level of serum exosomes with cell-mediated immune activation that is seen in depression
is discussed.

Keywords: exosomes, blood serum, major depressive disorder, nanoparticle tracking analysis, dynamic light scat-
tering, ELISA
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