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Резюме. Изучена частота встречаемости различных типов дислипопротеидемий (ДЛП) и баланс 
процессов апоптоза и пролиферации лимфоцитов крови у мужчин с начальными проявлениями недо-
статочности кровоснабжения мозга (НПНКМ). В целом в группе пациентов с НПНКМ установлена 
высокая интенсивность процессов активации лимфоцитов, в виде усиления пролиферативного по-
тенциала клеток. На уровне тенденции отмечено повышение числа Т- и В-лимфоцитов с экспрессией 
антиапоптогенного белка bcl-2. Наиболее выраженные изменения интенсивности апоптоза и проли-
ферации установлены при IIA и IIБ профилях дислипопротеидемии. При данных типах наблюдались 
однонаправленные изменения экспрессии FasR, но показатели, отражающие реализацию готовно-
сти к апоптозу, имели разнонаправленный характер. В условиях ДЛП избыточно транспортируемые 
в клетку холестерин и оксистеролы изменяют активность генов транскрипционных факторов (bcl-2, 
Fas-регуляторного гена (TDAG51), что проявляется изменением баланса процессов пролиферации 
и апоптоза. 

Ключевые слова: начальные проявления недостаточности кровоснабжения мозга, дислипидемия, апоптоз, пролиферация
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Abstract. Incidence of different types of dislipoproteinemias (DLPs) and a balance between apoptosis and 
proliferation of lymphocytes were studied in males exhibiting initial manifestations of cerebral blood flow 
insufficiency (ICBI). In general, high intensity of lymphocyte activation was revealed in patients with ICBI, 
with amplified proliferative potential demonstrable in this group. We have also shown a trend to increased 
numbers of T and B lymphocytes expressing antiapoptogenic bcl-2 protein. The changes in apoptosis and cell 
proliferation intensity were more pronounced in IIA and IIB types of DLP. In these groups, unidirectional 
changes of FasR expression were observed. However, the parameters reflecting readiness to apoptosis were 
changed multidirectionally. Cholesterol and oxysterols transported to the cells under excessive dyslipidemia 
may influence activities of transcription factor genes (bcl-2, Fas-regulatory gene (TDAG51), thus, probably, 
causing an imbalance between cellular proliferation and apoptosis. (Med. Immunol., 2014, vol. 16, N 1, pp 27-
34)
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Введение
Начальные проявления недостаточности кро-

воснабжения мозга (НПНКМ) являются наи-
более ранней клинически манифестной стадией 
хронической ишемии мозга и составляют до 70% 
всей цереброваскулярной патологии взросло-
го населения. 5-7-летний катамнез пациентов 
с НПНКМ показывает развитие острой цере-
бральной сосудистой патологии у половины 
больных [1]. Аномалии спектра сывороточных 
липидов традиционно относятся к факторам ри-
ска развития сосудистой патологии. Интракра-
ниальные атеросклеротические поражения лока-
лизованы преимущественно в средних и крупных 
артериях мозга, характерно образование очаговых 
интрамуральных, субинтимальных утолщений, 
выступающих в просвет сосуда и в тяжелых слу-
чаях закупоривающих его. Риск инсульта и коли-
чество каротидных атером уменьшается под вли-
янием холестерол-понижающих препаратов [2]. 
При ишемическом инсульте найдена ассоциация 
между риском острой церебральной патологии 
и уровнем холестерина. Апоптоз, практически 
отсутствующий в нормальных артериях (2-10%), 
обнаруживается в «жировых полосах» и становит-
ся избыточным в атеросклеротических поврежде-
ниях [6]. Распределение участков, подверженных 
процессам апоптоза в пределах атеросклеротиче-
ской бляшки, гетерогенно и наиболее выраже-
но в зонах с высокой плотностью расположения 
макрофагов [6]. Мононуклеары и эндотелиоци-
ты, вступившие на путь апоптоза, вырабатывают 
молекулы активного кислорода, которые сти-
мулируют процессы пероксидации мембранных 
фосфолипидов. Мембраны апоптотирующих 
клеток подвергаются оксидации, их окисленные 
фосфолипиды служат лигандами для связывания 
со скэвенджер-рецепторами макрофагов (CD36, 
CD68, SR-B1 [CLA-1] и LOX-1) [7]. Экстрацеллю-
лярный матрикс способен генерировать сигналы 
выживания через включение белков семейства 
bcl-2. Кадгерин эндотелиального происхождения 
(VE-cadgerin) встраивается между эндотелиаль-
ными клетками и может блокировать апопто-
генный сигнал. Дефицит VE-cadgerin ускоряет 
апоптогенный сигнал и отменяет антиапоптоген-
ное действие васкулоэндотелиального фактора 
роста (VEGF) [8]. Элиминация апоптозных телец 
не всегда оказывается эффективной, поскольку 
апоптозные тельца конкурируют с окисленными 
липидами за связывание с макрофагами, в резуль-
тате задержки фагоцитоза апоптозных телец, по-
следние приобретают неоантигенные свойства, 
вовлекаясь в процесс иммунного воспаления [7]. 
Oбнаружены явления апоптоза мононуклеаров 
в области атеросклеротических повреждений со-

судистой стенки, показана его инициирующая 
роль в ремоделлинге сосудистой ткани [6]. 

Эндотелиальная NO синтаза в атеросклероти-
чески измененных сосудах способна играть роль 
триггера, запускающего программу апоптоза. Эк-
зогенно введенный кроликам L-аргинин в усло-
виях гиперхолестеринемии не только повышает 
продукцию оксида азота эндотелиальной NO-
синтазой, но и вызывает параллeльный регресс 
ранее существующих атеросклеротических от-
ложений, локальное усиление апоптоза [6]. В об-
ласти атеросклеротических повреждений эндоте-
лиоциты производят супероксид анион, который 
преобразует NO в токсичный пероксинитрит 
анион [9]. Вместе с тем, мало исследованными 
остаются процессы апоптоза и пролиферации 
лимфоцитов при самых ранних формах хрониче-
ской ишемии мозга в условиях атерогенного ли-
пидного профиля крови. 

Цель исследования – изучение частоты встре-
чаемости различных типов дислипопротеиде-
мий (ДЛП) и интенсивности процессов апоптоза 
и пролиферации лимфоцитов крови у мужчин 
с НПНКМ. 

Материалы и методы
Материалом для исследования служила ве-

нозная кровь мужчин с НПНКМ (56 чел., сред-
ний возраст 47,8±3,7 лет) – группа I. Диагноз 
НПНКМ установлен в соответствии с критери-
ями и классификацией сосудистых поражений 
головного и спинного мозга [5], при наличии 
у больного признаков общего сосудистого забо-
левания (атеросклероз, артериальная гипертен-
зия) в сочетании с жалобами на головную боль, 
головокружение, шум в голове, нарушение памя-
ти, снижение работоспособности. Обязательным 
условием является сочетание 2-х и более пере-
численных жалоб, которые должны отмечаться 
не реже одного раза в неделю на протяжении по-
следних трех и более месяцев, а также на осно-
вании данных клинико-неврологического и ин-
струментального обследования. Контрольную 
группу II составили условно здоровые мужчины 
(30 чел., средний возраст 43,5±4,2 года). Кровь 
забирали из локтевой вены, в утренние часы, спу-
стя 12-14 часов после приема пищи. 

Исследование липидного статуса включа-
ло определение концентрации общего ХС, ХС 
ЛПВП, ТГ на биохимическом анализаторе ФП-
901М фирмы «Labsystems» (Финляндия). Кон-
центрации ХС ЛПОНП и ХС ЛПНП опреде-
ляли путем вычисления: ХС ЛПОНП = ТГ/ 2,2 
(ммоль/л); ХС ЛПНП = общий ХС- ХС ЛПВП- 
ХС ЛПОНП (ммоль/л).

Иммунологическое обследование включало 
цитофлуориметрическое определение субпопу-
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ляций лимфоцитов (СD3, CD19, CD56; клеток 
с маркерами активации: CD25, CD95; лимфоци-
тов с молекулами главного комплекса гистосов-
местимости HLA-DR) на проточном цитофлуо-
риметре BD FACS Canto II с помощью наборов 
МКАТ серии MultiTest, витальность определяли 
с применением красителя 7-AAD. Оценку апоп-
тоза лимфоцитов проводили при окрашивании 
йодидом пропидия. Лимфоциты (1-2 × 106 клеток)  
отмывали буфером ФБСР, ресуспендировали 
в 100 мкл этого же раствора и добавляли 0,8 мл 
гипотонического раствора йодида пропидия 
(AppliChem), содержащего 5% цитрат натрия, 
0,1% Triton X-100, йодид пропидия 50 мкг/ мл. 
Клетки инкубировали в темноте при 4 °С в те-
чение 1 часа. Цитофлуориметрию проводили 
на FACSCalibur (BD). Оценивали величину гипо-
диплоидного (суб-G1/G0) и гипердиплоидного 
(S+G2+M) пика. Также использовали метод су-
правитальной окраски клеток ядерным флуорес-
цирующим красителем Hoeсhst 33342 с последу-
ющим морфологическим учетом на микроскопе 
ЛЮМАМ-АИ1 при длине возбуждения 360 нм 
и эмиссии 470 нм. Подсчитывали процент лим-
фоцитов, имеющих выраженную фрагментацию 
хроматина. Определение белка bcl-2 на лим-
фоцитах проводилось на проточном цитометре 
EPICS XL производства компании BECKMAN 
COULTER (USA) с использованием монокло-
нальных антител (анти-bcl-2, меченых FITC) 
линии CALTAG BECKMAN COULTER. Досто-
верность различий оценивали в рамках програм-
мы STATISTICA vers 6.0, согласно критериям 
непараметрической статистики (Колмогорова–
Смирнова, U-критерий Манна–Уитни). 

Результаты и обсуждение
Значения отдельных показателей липидного 

спектра сыворотки крови в исследуемой группе 
мужчин с НПНКМ представлены в таблице 1. 

В целом в группе мужчин с НПНКМ в срав-
нении с группой контроля выявлено досто-
верное повышение показателей, характерных 
для атерогенных процессов. При этом уровень 

общего холестерина при НПНКМ, согласно 
классификации гиперхолестеринемий NCEP 
и Европейского общества по изучению атеро-
склероза (2001), соответствовал погранично-вы-
сокому (5,2-6,2 ммоль/л) определяя умеренный 
тип гиперхолестеринемии. Показатели содержа-
ния триглицеридов при НПНКМ были выше, 
чем в контрольной группе мужчин того же воз-
раста, но соответствовали уровню международ-
ной «нормы» (менее 2,3 ммоль/л). Уровень ХС 
в составе ЛПНП у больных с НПНКМ достовер-
но отличался от группы контроля и соответство-
вал по своему значению погранично-высокому. 
Кроме того, достоверно повышенными, в срав-
нении с группой контроля, оказались показатели 
ЛПОНП и индекса атерогенности по Климову. 
Установленные различия липидного спектра сы-
воротки крови у пациентов с НПНКМ в сравне-
нии с группой здоровых мужчин подтверждают 
общепризнанные представления о роли дислипо-
протеидемии (ДЛП) в качестве важного модифи-
цируемого фактора риска развития церебрально-
го атеросклероза и связанных с ним хронических 
нарушений кровоснабжения мозга. 

Атерогенный профиль липидного обмена ха-
рактеризуется не только значениями отдельных 
показателей, но и характером распределения ХС 
в разных фракциях липопротеидов. При харак-
теристике ДЛП использовались традиционные 
критерии их классификации (National Cholesterol 
Eduсation Program, 2001), контрольная группа, 
по условиям выборки, соответствовала критери-
ям нормолипидемии.

Анализ частоты выявления различных типов 
показал, что среди пациентов с НПНКМ 11,7% 
имели нормолипидемию, 29,8% – селективное 
повышение уровня холестерина к крови (IIA тип 
ДЛП); 28,7% – сочетанное повышение в крови 
ОХС и ТГ (IIБ тип ДЛП); 29,8% – сочетанное по-
вышение уровня ТГ и ЛПОНП (IV тип ДЛП). 

Известно, что состояние липидного метабо-
лизма и биотрансформации липидов мембран 
в значительной мере определяет интенсивность 
активации клеток и их апоптоза [10]. Это явилось 
основанием для последующего более детального 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ЛИПИДНОГО СПЕКТРА СЫВОРОТКИ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С НПНКМ 

Показатели
ммоль/л

Группа с НПНКМ
(I)

Контрольная группа
(II) Р

ОХС 6,18±0,15 4,5±0,14 0,002
ТГ 2,1±0,17 1,03±0,07 0,003
ХС-ЛПВП 1,20±0,04 1,21±0,05
ХС-ЛПНП 4,02 ±0,18 2,89±0,15 0,004
 ХС-ЛПОНП 0,98±0,11 0,52±0,06 0,03
КА 4,5±0,22 3,02±0,2 0,04
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анализа активационных процессов иммунных 
клеток. Показатели апоптоза и пролиферации 
лимфоцитов у мужчин с НПНКМ в окраске йо-
дистым пропидием представлены в таблице 2. 
Следует отметить, что данный метод позволяет 
выявить апоптотирующие клетки с деградацией 
ДНК, т.е. поздние стадии апоптоза. 

Как видно из таблицы 2, имеет место досто-
верное увеличение числа лимфоцитов с призна-
ками апоптоза, верифицированными на основе 
цитофлуориметрической оценки гиподиплоид-
ного пика клеток, как и при визуальной оцен-
ке фрагментации ядер лимфоцитов в окраске 
Hoechst 33342, у лиц с НПНКМ в сопоставлении 
с контрольной группой. Численность клеток, 
находящихся в фазе пролиферации (S+G2+M), 
у мужчин с НПНКМ достоверно превышала зна-
чения данного показателя у лиц контрольной 
группы. Соотношение числа клеток, находящих-
ся в фазе митоза, к числу клеток с признаками 
апоптоза было максимальным в 1 группе, что на-
ходится в полном соответствии с результатами 
оценки пропорции лимфоцитов, экспрессирую-
щих маркеры позитивной и негативной актива-
ции – CD25 и CD95. 

Пролиферация, как и апоптоз, является про-
явлением активации иммунокомпетентных кле-
ток, при этом в первом случае активация носит 
«позитивный» характер, а во втором «негатив-
ный». Реализация апоптоза и пролиферации 
находится под контролем транскрипционных 
факторов, одним из которых является белок се-
мейства bcl-2. 

Численность лимфоцитов, экспрессирующих 
белок, регулирующий апоптоз – bcl-2, представ-
лена в таблице 3. 

Достоверных различий в численности кле-
ток, циркулирующих в крови и экспрессиру-
ющих антиапоптогенный белок bcl-2, между 
группами не установлено, как в общей популя-
ции лимфоидных клеток, так и раздельно для Т- 
и В-лимфоцитов. Следует отметить, на уровне 
тенденции, не достигающей степени статисти-
ческой достоверности, более низкое содержание 
Т- и В-клеток с антиапоптогенным белком bcl-2 
в группе контроля в сопоставлении с пациента-
ми с НПНКМ. Ключевые позиции в реализации 
апоптоза занимают специфические рецепто-
ры, к числу которых относится семейство FasR 
(CD95, DR2) Они могут экспрессироваться прак-
тически на всех клетках организма, особенно 

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ АПОПТОЗА И ПРОЛИФЕРАЦИИ ЛИМФОЦИТОВ 

Показатель Группа с НПНКМ 
(I)

Контрольная группа 
(II) Р

Апоптоз  
гиподиплоидный пик

% 6,83±0,18 3,77±0,41 0,0011-2

абс. 0,13±0,01 0,03±0,01 0,011-2

Фаза митоза (S+G2+M)
% 6,04±1,79 2,13±0,15 0,0121-2

абс. 0,12±0,03 0,032±0,01 0,031-2

Индекс пролиферации/апоптоза 0,83±0,2 0,43±0,06 0,0031-2

ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВО ЛИМФОЦИТОВ В КРОВИ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ BCL-2 (M±m)

Показатель НПНКМ (I) Контрольная (II) P

Bcl-2+ лимфоциты 
% 18,9±3,01 14,06±6,06 0,056

абс. 0,41±0,10 0,30±0,12 0,087

Вcl-2+CD19 
лимфоциты

% 1,91±1,04 0,86±0,13 0,05

абс. 0,01±0,004 0,02±0,02 0,06

Bcl-2+CD3 
лимфоциты

% 8,62±2,27 5,33±0,95 0,05

абс. 0,10±0,02 0,06±0,01 0,067
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Рисунок 1. Показатели экспрессии Fas-рецептора, готовности к апоптозу (ПГА), вероятности апоптоза (ПВА) 
и интенсивности апоптоза при различных типах дислипидемий у пациентов с НПНКМ (в % от значений 
контрольной группы)
при активации при переходе из фазы покоя (G0) 
в пресинтетическую (G1) фазу клеточного цик-
ла, что сопряжено с активацией протеинкиназы 
С, транскрипционных факторов NF-AT, AP-1, 
Nur11. Поскольку Fas-рецептор (CD95) являет-
ся активационным антигеном, осуществляющим 
рецепцию апоптогенного сигнала, а его экспрес-
сия не является достоверным показателем апоп-
тоза [9], правомерно использование таких по-
казателей, как показатель вероятности апоптоза 
лимфоцитов (ПВА) – отношение числа CD95+ 
лимфоцитов к сумме Т-, B- и NK-лимфоцитов 
(CD95/CD3+CD22+CD16) и показатель готовно-
сти к апоптозу (ПГА) – отношение числа CD95+ 

лимфоцитов к числу лимфоцитов, экспресси-
рующих ранние и поздние антигены активации 
(CD95/CD25+HLA-DR) [4]. Логично исполь-
зовать показатель интенсивности (реализации) 
апоптоза (ИРА) как отношение содержания 
апоптотирующих клеток к общему числу CD95+ 
экспрессирующих клеток. 

Особенности негативной активации и апоп-
тоза лимфоцитов у пациентов с НПНКМ при 
установленных типах ДЛП иллюстрирует рису-
нок 1 (А, Б, В, Г).

В контрольной группе количество лимфоци-
тов с признаками апоптоза, верифицированно-
го с помощью суправитальной окраски Hoechst 
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33342 составило 7,8±0,8% (0,15±0,02 кл/мкл), 
что согласуется с данными других авторов, ис-
пользовавших аналогичный метод верификации 
апоптоза [12]. ИРА превышал 100% и составил 
131,8±21,5%, что, как и следовало ожидать, сви-
детельствует о присутствии Fas-независимых 
процессов апоптоза. На ранних этапах актива-
ции, до момента индуцированной экспрессии 
Fas-рецептора, апоптоз части лимфоцитов осу-
ществляется по механизму “death by neglect”, 
или автономной клеточной смерти, которая 
связана c возникающей недостаточностью ко-
стимулирующих и цитокиновых сигналов [11]. 
C помощью этого механизма апоптоза регулиру-
ется численность активированных лимфоцитов 
в фазе индукции иммунного ответа [11]. В даль-
нейшем апоптоз активированных лимфоцитов 
осуществляется в основном по Fas-зависимому 
механизму, который обеспечивает понижающую 
регуляцию иммунного ответа [3, 12].

Установлены достоверные различия по чис-
лу клеток с признаками негативной активации 
и апоптоза в группе с наиболее атерогенны-
ми типами – ДЛП IIА и ДЛП IIБ. У пациентов 
с НПНКМ, имеющих ДЛП IIА тип нарушений 
липидного обмена, имелось выраженное, досто-
верное по отношению к контролю, повышение 
абсолютного числа клеток с готовностью к апоп-
тозу и максимальный по своему значению уро-
вень ИРА, достигающий 153%, что достоверно 
отличается от показателя ИРА только в группе 
с ДЛП IIБ.

У пациентов со IIБ типом ДЛП по отноше-
нию к контрольной группе было повышено 

только процентное содержание CD95+ лимфо-
цитов, но при этом, достоверно, почти вдвое, 
снижено число лимфоцитов с морфологически-
ми признаками фрагментации ядра. Индекс ре-
ализации апоптоза в сравнении с контрольной 
группой и пациентами с ДЛП IIA был достовер-
но снижен.

Таким образом, у пациентов с ранними фор-
мами хронической ишемии мозга при разных 
вариантах дислипидемий регистрировались из-
менения баланса процессов апоптоза и проли-
ферации, наиболее выраженные в условиях IIA 
и IIБ типов ДЛП. И в той и в другой группе на-
блюдались однонаправленные изменения экс-
прессии CD95, но показатели, отражающие 
реализацию готовности к апоптозу, имели разно-
направленный характер. Известно, что характер 
липидного микроокружения клетки в значитель-
ной мере определяет свойства клеточных мем-
бран, что в свою очередь определяет особенности 
функционирования мембрано-связанных рецеп-
торных систем и дальнейшую внутриклеточную 
трансдукцию сигналов (Сибиряк С.В. и соавт., 
2003). Транспортируемые в клетку холестерин, 
его окисленные метаболиты (оксистеролы) вли-
яют на активность многих транскрипционных 
факторов, в том числе и участвующих в реализа-
ции программы апоптоза, на экспрессию генов 
bcl-2, Fas-регуляторного гена (TDAG51), причем 
могут как усиливать, так и ингибировать апоптоз 
[13]. Изменение этих механизмов и лежит в осно-
ве наблюдаемых явлений, что в конечном счете 
отражается на активности иммунокомпетентных 
клеток.
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