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Резюме. Цель: исследование экспрессии генов TLR2, TLR4 и HBD-1 в эпителиальных клетках сли-
зистой уретры у женщин с хроническим бактериальным циститом и у здоровых женщин. Материалы 
и методы: Из образцов слизистой уретры была выделена РНК, далее проводили ОТ-ПЦР. Результаты: 
У женщин с хроническим бактериальным циститом было выявлено увеличение экспрессии генов TLR2 
в 6,9 раз, TLR4 в 2,6 раз, а также снижение экспрессии гена HBD1 в 13,6 раз в сравнении со здоровыми 
женщинами. Спустя 6 месяцев после комбинированной терапии с применением аутологичного комплек-
са иммунопептидов у больных циститом наблюдалась нормализация показателей уровня экспрессии ге-
нов TLR2, TLR4 и HBD1 до аналогичных в группе здоровых женщин. Заключение: У больных хрониче-
ским циститом был выявлен дисбаланс в экспрессии генов врожденного иммунитета на уровне слизистой 
уретры, способствующий более высокой подверженности заболеваниям мочевыводящих путей.
Ключевые слова: врожденный иммунитет, слизистая оболочка, инфекции мочевыводящих путей, Toll-подобные 
рецепторы, дефенсины
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epithelium from women with chronic bacterial cystitis and healthy females. Materials and methods: RNA 
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was extracted from the samples of urethral mucosa followed by RT-PCR. Results: increased expression of 
TLR2, TLR4 (respectively, 6.9-, 2.6-fold), along with 13.6-fold decrease in HBD-1 was revealed in women 
with chronic bacterial cystitis, as compared with appropriate parameters in normal women. Six months later, 
after combined therapy with autologous immunopeptide complex, TLR2, TLR4 и HBD1 expression levels 
proved to be near-normal in the patients, being similar to those in healthy females. Conclusion: Imbalanced 
expression of genes controlling innate immunity was revealed in urethral mucosa of the patients with chronic 
cystitis, thus increasing risk for urinary tract infections.
Keywords: innate immunity, mucosa, urinary tract infections, Toll-like receptors, defensins

Введение
Защита организма от инфекции осуществля-

ется системой адаптивного и врожденного им-
мунитета. Особую роль в развитии воспаления 
играют рецепторы врожденного иммунитета – 
Toll-подобные рецепторы (TLRs). TLRs активи-
руются путем распознавания патоген-ассоции-
рованных молекулярных паттернов (PAMPs), что 
приводит к запуску внутриклеточных сигнальных 
каскадов, активации транскрипционных факто-
ров и индукции синтеза цитокинов, хемокинов 
и противомикробных пептидов [10].

В защите слизистых оболочек от внедряю-
щихся патогенов важную роль играет система 
врожденного иммунитета, которая реагирует 
на внедрение патогенов и реализует воспалитель-
ный ответ при помощи TLRs. При скоординиро-
ванном функционировании механизмов врож-
денного иммунитета происходит элиминация 
патогена. Известно, что большинство инфекций 
начинается с проникновения патогена через сли-
зистую оболочку [3]. В развитии хронического 
цистита значительную роль играет дисбаланс 
факторов врожденного иммунитета, из которых 
наиболее значимыми при инфекции мочевыво-
дящих путей являются мембранные рецепторы 
TLR-2 и TLR-4 и противомикробный пептид 
β-дефензин-1 (HBD-1). 

Хронические рецидивирующие инфекции 
мочевыводящих путей (ИМП) чрезвычайно рас-
пространены среди молодых женщин. Предыду-
щие исследования подтверждают, что у 27-44% 
женщин, перенесших первичный эпизод ИМП, 
развивается рецидивирующая инфекция [5]. Ряд 
исследований в течение нескольких десятилетий 
указывают на генетические факторы, которые 
могут влиять на предрасположенность к уроге-
нитальным инфекциям [8, 9].

Лечение инфекций мочевыводящих пу-
тей требует длительного применения антибио-
тиков широкого спектра, что часто приводит 
к развитию лекарственной резистентности [7]. 
Как следствие, лечение ИМП, особенно реци-
дивирующих, становится сложной клинической 
проблемой [5]. Последнее время разрабатыва-

ются новые подходы в лечении ИМП на основе 
регуляции врожденного иммунитета слизистых.

Комплексное исследование компонентов 
врожденного иммунитета на уровне экспрессии 
генов распознающих рецепторов и противоми-
кробных пептидов в слизистой оболочке уретры 
у женщин с хроническими рецидивирующими 
циститами позволит определить их роль в защите 
слизистой мочевыводящих путей.

Цель: исследование показателей врожденного 
иммунитета на уровне экспрессии генов TLR2, 
TLR4 и HBD1 в эпителиальных клетках слизи-
стой оболочки уретры и у здоровых женщин, и у 
женщин с хроническим бактериальным цисти-
том до и после курса комбинированной терапии.

Материалы и методы
Было проведено лабораторное исследование 

пациентов контрольной группы (n = 10) и груп-
пы женщин с хроническим бактериальным ци-
ститом (n = 40). Контрольную группу состави-
ли здоровые женщины в возрасте 24-53 лет без 
хронических и инфекционно-воспалительных 
заболеваний. В группу женщин с хроническим 
бактериальным циститом (n = 40) были вклю-
чены женщины в возрасте 19-54 лет с диагнозом 
«рецидивирующий бактериальный цистит», про-
должительность болезни в среднем составляла 
3,5 года, и количество обострений от 1 до 10 раз 
в год. Обследуемые в группе с хроническим ци-
ститом регулярно получали антимикробную те-
рапию, включавшую следующие препараты: фос-
фомицина трометамол, фуразидина калиевую 
соль, норфлоксацин, левофлоксацин, цефиксим, 
цефтибутен, амоксиклав и др. Из 40 обследуемых 
женщин, больных хроническим циститом, была 
выделена группа пациенток (n = 13), к которым 
наряду со стандартной схемой лечения приме-
нялась комбинированная терапия, включавшая 
в себя инстилляцию аутологичного комплекса 
иммунопептидов (АКИ) непосредственно в уре-
тру и мочевой пузырь пациенток, АКИ был по-
лучен ранее из периферической крови женщин 
с хроническим бактериальным циститом. 

Микробиологический анализ мочи опреде-
лялся на базе ФГБУ «НИИ урологии». В анализах 
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мочи у женщин с хроническим циститом выяв-
лены следующие возбудители: E. coli в монокуль-
туре у 14 женщин (40%), E. coli, Staphylococcus spp 
и E. coli, Enterococcus faecalis и E. coli, Citrobacter 
freundii в смешанной культуре обнаружена у 7 
женщин (20%), Enterococcus faecalis в монокуль-
туре у 4 женщин (11,4%). У 25,7% обследуемых 
в культуральном анализе мочи рост патогенной 
флоры определялся в незначительном титре.

Клинический материал забирался из уре-
тры с помощью урогенитального зонда типа «А» 
(Jiangsu SUYUN Medical Materials, Китай). Из об-
разцов эпителиальных клеток слизистой уретры 
была выделена РНК с использованием комплек-
та реагентов «РИБО-сорб» (ИнтерЛабСервис, 
Россия), строго по протоколу. Для определения 
уровня экспрессии генов TLR2, TLR4 и HBD1 
была получена кДНК с помощью реакции об-
ратной транскрипции. На следующем этапе ис-
следования с полученной в результате реакции 
ОТ кДНК проводили полимеразную цепную ре-
акцию в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 
на приборе ДТ-96 (ДНК-Технология, РФ). Реак-
ция проводилась с использованием «Комплек-
та реагентов для проведения ПЦР-РВ в присут-
ствии интеркалирующего красителя SYBR Green 
I» (Синтол, РФ). Последовательность праймеров 
для определения уровня экспрессии данных ге-
нов подбирали с помощью программы Vector NTI 
8.0 (последовательности мРНК были получены 
в базе данных Gene Bank). Системы для опре-
деления экспрессий генов TLR2, TLR4 и HBD1 
были отработаны ранее [3]. Определение уров-
ня экспрессии исследуемых генов проводилось 
относительно экспрессии гена β-актина [1]. 
Данные по экспрессии исследуемых генов пред-
ставлены в виде десятичного логарифма от числа 
копий соответствующего гена относительно 106 
копий гена актина. Достоверность рассчитана 
по непараметрическому методу Манна–Уитни 
(p ≤ 0,05) [2].

Результаты
На первом этапе работы в клетках слизистой 

уретры здоровых женщин была определена экс-
прессия генов молекул врожденного иммуни-
тета: TLR2, TLR4 и HBD1. Уровень экспрессии 
генов паттерн-распознающих рецепторов TLR2, 
TLR4 и гена противомикробного пептида HBD1 
в группе здоровых женщин составил 5,83±0,31, 
4,34±0,21 и 7,98±0,34 соответственно (рис. 1). 
Нами был проанализирован уровень экспрессии 
генов TLR2, TLR4 и HBD1. Уровень экспрес-
сии генов TLR2, TLR4 и HBD1 в эпителиальных 

клетках слизистой уретры в группе женщин с ди-
агнозом хронического рецидивирующего бакте-
риального цистита составил 6,67±0,27; 4,75±0,39 
и 6,87±0,59 соответственно (рис. 1). 

У 90% обследованных женщин в группе с хро-
ническим бактериальным циститом выявлено 
достоверное увеличение числа копий гена TLR2 
в 7 раз по сравнению с показателями группы здо-
ровых доноров (рис. 1А). У 10% пациенток было 
выявлено незначительное снижение уровня экс-
прессии гена TLR2 в 0,72 раз (5,69±0,32), однако, 
достоверных отличий от показателей здоровых 
женщин обнаружено не было. 

Анализ уровня экспрессии гена TLR4 показал 
достоверное увеличение числа копий данного 
гена в 2,6 раз у 78,5% пациенток с хроническим 
бактериальным циститом по сравнению с пока-
зателями группы здоровых женщин. Экспрес-
сия гена TLR4 у пациенток с диагнозом хрони-
ческого рецидивирующего цистита составила 
4,75±0,39 и 4,34±0,21 в группе здоровых женщин 
(рис. 1Б). У 22,5% обследованных обнаружилось 
достоверное снижение уровня экспрессии гена 
TLR4 по сравнению с контрольной группой в 
7,4 раза (3,44±0,33). Корреляция между сни-
жением уровня экспрессии гена TLR4 у 22,5% 
больных циститами и не отличающимися от здо-
ровых женщин показателями экспрессии гена 
TLR2 не обнаружена. 

Экспрессия гена HBD1 в слизистой уретры до-
стоверно снижена в 13,5 раз у всех обследованных 
женщин с хроническим бактериальным циститом 
по сравнению с контрольной группой женщин. 
В группе здоровых женщин уровень экспрессии 
гена β-дефенсина-1 составил 7,98±0,34, в группе 
больных циститами – 6,87±0,59 (рис. 1В).

В группе пациенток, получавших комплекс-
ное лечение с применением аутологичного ком-
плекса иммунопептидов (АКИ), был проведен 
сравнительный анализ уровня экспрессии генов 
TLR2, TLR4 и HBD1 в эпителиальных клетках 
слизистой уретры через 1 месяц и через 6 меся-
цев после курса комбинированной терапии АКИ. 
Получение АКИ из периферической крови па-
циенток проводилось согласно медицинской 
технологии «Метод персонифицированной им-
мунотерапии» (ФС № 2011/212 от 28.07.2011 г.), 
разрешенной к применению Федеральной служ-
бой по надзору в сфере здравоохранения.

Спустя 1 месяц после лечения АКИ уровень 
экспрессии TLR2 повышался в 2,1 раза по срав-
нению с исходными показателями. Через полго-
да после курса терапии уровень экспрессии гена 
TLR2 в среднем составил 5,49±0,22 и приближал-
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Рисунок 1. Уровень экспрессии генов TLR2 (А),  
TLR4 (Б) и HBD1 (В) эпителиальными клетками 
слизистой уретры у больных хроническим циститом  
и в группе здоровых женщин
Примечание. По оси абсцисс: контрольная группа и группа 
больных хроническим циститом;  
по оси ординат: десятичный логарифм экспрессии гена HBD1 
в группе больных циститом относительно 106 копий гена актина;   
* – значения достоверно отличаются от контрольной группы 
(p ≤ 0,05).
ся к нормальным значениям в группе здоровых 
женщин (рис. 2А). Анализ уровня экспрессии гена 
TLR4 в динамике показал следующие результаты: 
4,61±0,63 после одного месяца лечения и 4,02±0,04 
через 6 месяцев после лечения (рис. 2Б). 

В отношении гена β-дефенсина-1 также была 
обнаружена положительная динамика в сторону 
приближения показателей экспрессии данно-
го гена в группе пациенток с хроническим бак-
териальным циститом к аналогичным в группе 
здоровых женщин. Экспрессия гена HBD1 эпи-
телиальными клетками слизистой уретры по-
сле 1 месяца комплексной терапии составила 
7,39±0,22 (рис. 2В). Спустя 6 месяцев после про-

веденного курса терапии анализ уровня экспрес-
сии гена HBD1 в исследуемой группе пациенток 
показал значительное увеличение уровня экс-
прессии в 9 раз (7,83±0,16) по сравнению с ис-
ходным значением до начала лечения (6,87±0,59).

Спустя 6 месяцев после курса лечения АКИ 
уровень экспрессии генов TLR2, TLR4 по срав-
нению с исходными показателями снижался 
в 14,9 и 5,2 раз соответственно, а уровень экс-
прессии гена β-дефензина-1 увеличивался в 9 раз 
по сравнению с исходными показателями. Таким 
образом, после курса терапии АКИ наблюдалась 
нормализация показателей уровня экспрессии 
распознающих рецепторов и противомикробно-
го пептида.

Рисунок 2. Динамика уровня экспрессии генов 
TLR2 (А), TLR4 (Б) и HBD1 (В) эпителиальными 
клетками слизистой уретры у женщин после курса 
комбинированной терапии по сравнению с группой 
здоровых женщин
Примечание. По оси ординат: десятичный логарифм экспрессии 
гена HBD1 относительно 1 млн копий гена актина;  
* – значения достоверно отличаются от контрольной группы  
(p ≤ 0,05).
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Обсуждение
В данном исследовании в эпителиальных 

клетках слизистой уретры здоровых женщин 
была определена экспрессия генов распозна-
ющих рецепторов (TLR2, TLR4) и противоми-
кробного пептида (HBD1). Ранее другими иссле-
дователями на мышиной модели было показано, 
что гены TLR2 и TLR4 конститутивно экспресси-
руются в эпителии мочевыводящих путей и уро-
вень их экспрессии может увеличиваться под 
действием PAMPs и цитокинов [14]. Samuelson 
с соавт. данными проточной цитофлуориметрии 
подтвердили экспрессию молекулы TLR4 у здо-
ровых индивидов в мочевом пузыре, мочеточни-
ках, почечных лоханках [11].

Экспрессия генов TLR2 и TLR4 в группе 
женщин с диагнозом хронического бактериаль-
ного цистита по сравнению с группой здоровых 
женщин увеличена в 7 и 2,6 раз соответственно. 
Рядом авторов было показано, что воспалитель-
ные процессы в почках приводят к выраженно-
му повышению уровня экспрессии генов TLR2 
и TLR4 в клетках эпителия дистальных каналь-
цев, собирательных трубочек и петель Генле [14]. 
Это подтверждает полученные нами результаты 
по изменению уровня экспрессии данных генов 
в эпителии слизистой уретры больных циститом. 

В зарубежной литературе имеются данные 
об изменении уровня экспрессии распознающих 
рецепторов и противомикробных пептидов на бел-
ковом уровне при различных инфекционных за-
болеваниях мочеполовой системы. Также имеются 
публикации о ряде полиморфизмов данных генов, 
влияющих на предрасположенность к развитию 
ИМП [6, 12]. Ряд авторов показали увеличение 
синтеза мРНК генов TLR2 и TLR4 в эпителиаль-
ных клетках мочевыводящих путей на экспери-
ментальной модели мышей с циститом [14].

В ходе данной работы было обнаружено, что 
у больных хроническим циститом экспрессия 
гена HBD1 снижена в 13,5 раз по сравнению 
с группой здоровых женщин. Последние ис-
следования демонстрируют, что экспрессия ге-
нов противомикробных пептидов (ПМП) может 

быть индуцирована рядом факторов. ПМП мо-
гут экспрессироваться как конститутивно, так и 
индуцировано, под воздействием цитокинов, 
вырабатывающихся моноцитами, привлеченны-
ми в воспалительный очаг [15]. В работах других 
исследователей было показано, что в норме экс-
прессия мРНК гена DEFB1 на высоком уровне 
выявлена в дистальных нефронах, собиратель-
ной системе почек, а также в дистальном отделе 
уретры [4, 13], что свидетельствует о важной роли 
данного пептида в поддержании здорового состо-
яния слизистой оболочки мочевыводящих путей. 

В ходе данной работы у женщин с хрониче-
ским бактериальным циститом было выявлено 
нарушение врожденного иммунитета на уровне 
слизистых, проявляющееся повышением уровня 
экспрессии генов TLR2 и TLR4 и понижением 
экспрессии гена HBD1. Значительное увеличе-
ние экспрессии TLRs и одновременное снижение 
экспрессии гена β-дефензина-1 эпителиальными 
клетками уретры в совокупности способствует 
развитию хронического цистита и более высокой 
подверженности заболеваниям урогенитального 
тракта. Использование комбинированной тера-
пии с применением аутологичного комплекса 
иммунопептидов позволило сократить количе-
ство рецидивов у женщин с хроническим бак-
териальным циститом, что сочеталось с норма-
лизацией показателей уровня экспрессии генов 
врожденного иммунитета. 

Таким образом, разработан новый подход 
к оценке врожденного иммунитета слизистых 
оболочек мочевыводящих путей, который заклю-
чается в оценке экспрессии генов распознаю-
щих рецепторов врожденного иммунитета (TLR2 
и TLR4) и противомикробного пептида (HBD1), 
экспрессируемых на слизистых оболочках мо-
чевыводящих путей. Это дает возможность про-
гнозировать предрасположенность к развитию 
хронического цистита у лиц со снижением экс-
прессии HBD1 и повышением экспрессии рецеп-
торов врожденного иммунитета (TLR2 и TLR4), 
проводить диагностику и контроль проводимого 
лечения.
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