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Резюме. Учитывая близкую локализацию генов, кодирующих HSP70-2 и TNFα, и взаимное влияние 
их продуктов на развитие септического процесса, исследовался аллельный полиморфизм кодирующего 
региона HSP70-2 гена в позиции 1267 и аллельный полиморфизма промоторного региона гена TNFα 
в позиции –308 у 61 пациента c хирургическим сепсисом относительно 100 здоровых доноров, предпола-
гая, что определенные аллельные варианты могут быть ассоциированы с предрасположенностью к раз-
витию сепсиса и/или к развитию летального исхода при сепсисе. Были найдены достоверные различия 
в частотах аллельных вариантов HSP70-2 гена при сравнении группы пациентов с сепсисом и контроль-
ной группой. Частота HSP70-2*B/B увеличена в группе септических больных, и для носителей данного 
генотипа показана предрасположенность к развитию сепсиса. При анализе совместного носительства 
аллельных вариантов генов HSP70-2 и TNFα среди умерших пациентов относительно выживших нами 
выявлены специфичные комбинации, встречающиеся только в группе умерших пациентов: HSP70-2 
АA/TNFα AA, и только в группе выживших пациентов: HSP70-2BB/TNFα AA и HSP70-2 BB/TNFα 
AG. Полученные результаты исследований позволяют говорить о наличии определенных генетических 
факторов, способных оказывать существенное влияние на интенсивность воспаления при сепсисе  
и, следовательно, на клинические проявления и исход заболевания.
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Abstract. Taking into account close localization of genes encoding HSP70-2 and TNFα and mutual influence 

of their products upon development of septic process, we investigated allelic polymorphism in the coding region 
of HSP70-2 gene at position 1267, and a promoter polymorphism of TNFα gene (–308 position) in sixty-one 

patients with surgical sepsis, as compared with 100 
healthy donors, assuming that certain genomic variants 
can be associated with susceptibility for sepsis and/or 
fatal outcomes in severe sepsis. Significant differences 
in frequencies of HSP70-2 gene alleles have been 
found in the group with sepsis against healthy controls. 
Prevalence of HSP70-2*B/B allele is increased in the 
group of patients with sepsis, and a predisposal for sepsis 
development is shown for carriers of the given genotype. 
When analyzing carriers of combined HSP70-2/TNFα 
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Введение
На сегодняшний день проблема сепсиса чрез-

вычайно актуальна и очень многогранна. Сепсис 
рассматривается как особое патологическое со-
стояние, которое развивается при неадекватном 
течении инфекционного процесса в иммуноком-
прометированном организме [4, 5, 13]. В дей-
ствительности это целый комплекс проблем, 
включающий патогенез собственно тяжелых 
инфекций и каскадности многокомпонентных 
иммунных реакций организма. В среднем леталь-
ность от сепсиса составляет 50%. Прослеживает-
ся ее четкая зависимость от первичной локализа-
ции воспалительного процесса. Самая высокая 
летальность отмечена среди пациентов с абдоми-
нальным сепсисом — 72% [2]. Если иммунная за-
щита от патогенных микроорганизмов окажется 
несостоятельной, воспалительная реакция вы-
ходит из-под контроля и может привести к неу-
держимому микробному размножению, повреж-
дению тканей организма, сосудистому коллапсу 
и мультиорганной недостаточности [1].

Одним из основных цитокинов, участвующих 
в процессе развития сепсиса и септического шока, 
рассматривают фактор некроза опухолей альфа – 
TNFα. Он влияет на целый комплекс биологических 
процессов как прямым – стимуляция хемотаксиса 
нейтрофилов в очаг воспаления, так и косвенным 
образом – за счет индукции синтеза других провос-
палительных медиаторов [7]. Показано, что при аб-
доминальном сепсисе TNFα стимулирует секрецию 
некоторых интерлейкинов, активность макрофагов, 
влияет на Т-лимфоциты, оказывает влияние на мно-
гие факторы и системы организма [3].

Ген, кодирующий TNFα, картирован на ко-
ротком плече 6 хромосомы в позиции 6р21.1-21.3 
внутри кластера генов III класса МНС между 
HLA-B и HLA-DR генами [12]. Описано несколь-
ко полиморфных позиций промоторного региона 
гена, но наибольший интерес вызывает SNP по-
лиморфизм в позиции –308 G/A, причем замена 
гуанидина на аденин приводит к увеличению экс-
прессии гена [9, 17, 28]. Показано, что повышен-
ная экспрессия является причиной более высокой 
восприимчивости индивидуумов к сепсису и даль-
нейшему развитию септического шока [24].

Не менее значимая роль отводится белкам те-
плового шока HSP70 в клетках как в реализации 
физиологических функций клеток, так и в их за-
щите при стрессовых состояниях, где они выпол-
няют функцию «молекулярных шаперонов». Спо-

собность HSP70 менять структуру полипептидов 
повышает интенсивность их внутриклеточного 
транспорта в органеллы, что приводит к восста-
новлению структуры поврежденных денатуриро-
ванных белковых комплексов. Кроме шаперонной 
функции, тепловые белки семейства 70 выполняют 
функцию регуляторов синтеза провоспалительных 
цитокинов, включая TNFα, синаптической пере-
дачи и активируют защитную реакцию на потенци-
альную бактериальную активность. На клеточных 
моделях расшифрован один из важных молеку-
лярных механизмов участия HSP70 в протекании 
системной воспалительной реакции при сепсисе. 
В основе лежит увеличивающаяся экспрессия мо-
лекул HSP, которая приводит к блокированию экс-
прессии провоспалительных цитокинов [6, 11].

Гены, кодирующие HSP, расположены на корот-
ком плече 6 хромосомы в регионе III класса MHС 
комплекса в 280 kb к центромере от гена TNFα. 
В этом семействе различают три полиморфных 
гена: HSP70-1, HSP70-2 и HSP70-HOM, причем 
HSP70-2 ген является индуцибельным [22].

Учитывая близкую локализацию генов, коди-
рующих HSP70-2 и TNFα, и взаимное влияние 
их продуктов при развитии септического про-
цесса, мы исследовали аллельный полиморфизм 
кодирующего региона HSP70-2 гена в позиции 
1267 и аллельный полиморфизм промоторного 
региона гена TNFα в позиции –308 у пациентов 
c хирургическим сепсисом относительно здо-
ровых доноров, предполагая, что определенные 
аллельные варианты могут быть ассоциированы 
с предрасположенностью к развитию сепсиса  
и/или к развитию летального исхода при сепсисе.

Материалы и методы
Пациенты и контроль. Нами были обследованы 

61 пациент (24 женщины и 37 мужчин в возрасте 
от 15 до 70 лет) с диагнозом «хирургический сеп-
сис». Из них 45 выживших (26 мужчин и 19 женщин) 
и 16 умерших (11 мужчин и 5 женщин) пациентов. 
В 64% случаев сепсис осложнил течение гнойно-
воспалительных заболеваний брюшной, в 15% 
случаев – грудной полости, у 21% регистрировался 
ангиогенный сепсис. Диагноз сепсиса выставляли 
в соответствии с рекомендациями Чикагской со-
гласительной конференции по двум критериям: 

1. наличие очага инфекции;
2. клиническая манифестация SIRS.
Контрольную группу составили 100 относительно 

здоровых доноров европеоидного происхождения: 
39 мужчин и 61 женщина в возрасте от 16 до 43.

allelic variants among dead patients vs survivors, we have revealed specific combinations that are detected solely 
among non-survived patients, i.e., HSP70-2 A/TNFα AA, or only among survivors (HSP70-2BB /TNFα 
AA и HSP70-2 BB/TNFα AG). The results obtained allow us to suggest about certain genetic factors that may 
sufficiently influence intensity of inflammation in sepsis and, hence, upon clinical manifestations and outcomes 
of the disease. (Med. Immunol., 2007, vol. 9, N 4-5, pp 429-434)
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HSP70-2 и TNFα RFLP-анализ. ДНК выделя-
лась стандартным фенол-хлороформным мето-
дом из периферической крови пациентов.

Полиморфные участки HSP70-2 и TNFα ге-
нов были амплифицированы с использованием 
специфичных праймеров для HSP70-2 гена [23] 
и TNFα [26] («СибЭнзим», г. Новосибирск). PCR 
реакционная смесь содержала 500 ng геномной 
DNA, 200 µм каждого dNTP, 1 µм каждого прай-
мера, 1 единицу Tag DNA полимеразы («Сиб-
Энзим», г. Новосибирск), 1 x PCR буфер с 1,5 mМ  
MgCl2. PCR продукты были гидролизованы PstI 
рестриктазой для HSP70-2 гена (позиция 1267) 
и Bsp19I рестриктазой для TNFα гена (позиция 
–308) («СибЭнзим», г. Новосибирск) и визуали-
зированы в ультрафиолетовом свете после раз-
гонки в 1,5% агарозном геле.

Статистический анализ. Анализ различий ча-
стот исследуемых признаков и относительного 
риска заболевания проводился точным методом 
Фишера с корректирующей поправкой Йетса 
для величин меньше пяти с использованием ав-
торских программ для генетико-статистического 
анализа [8].

Результаты
RFLP анализ полиморфного кодирующего ре-

гиона HSP70-2 гена выявлял фрагмент 2075 пн  
при отсутствии PstI сайта (HSP70-2*В аллель) 
и фрагменты 1139 и 936 пн в присутствии PstI 
сайта (HSP70-2*А аллель), Bsp19I гидролиз выяв-
лял фрагмент 117 пн при отсутствии Bsp19I сайта 
(TNFα А–308 аллель) и фрагменты 97 и 20 пн в при-
сутствии Bsp19I сайта (TNFα G–308 аллель).

Частоты PstI и Bsp19I аллельных вариантов 
и генотипов указаны в таблице 1. Были найдены 
достоверные различия в частотах аллельных вари-
антов HSP70-2 гена при сравнении группы паци-
ентов с сепсисом и контрольной группой. Частота 
HSP70-2*B/B на 50% увеличена в группе септиче-
ских больных по сравнению со здоровыми лица-
ми, и для носителей данного генотипа установлен 
достоверный характер позитивной ассоциирован-
ности с предрасположенностью к развитию сеп-
сиса (RR = 1,85; p < 0,0293). При анализе частот 
аллельных вариантов гена TNFα в рассматрива-
емой позиции нами установлена закономерная 
тенденция к возрастанию частоты встречаемости 
среди пациентов как самого аллеля А (на 30%), так 
его гомозиготного варианта А/А (на 20%) и гете-
розиготного варианта А/В (на 50%).

Анализ частот аллельных вариантов HSP70-2 
и TNFα, показанный в таблице 2, выявил ряд ин-
тересных закономерностей. Проведенный кли-
нико-генетический анализ показал, что установ-
ленное нами повышение частоты встречаемости 
аллеля В гена HSP70-2 и его комбинаций среди 

пациентов с хирургическим сепсисом наиболее 
характерно для группы пациентов, для которых 
комплекс лечебных мероприятий оказался эф-
фективным. Тогда как частота распространения 
аллеля А этого гена, достоверно сниженная сре-
ди пациентов с хирургическим сепсисом, на 10% 
чаще выявлена среди умерших пациентов, а го-
мозиготный вариант А/А выявлен чаще на 45% 
по сравнению с группой выживших больных. 
Сходная картина установлена и при клиниче-
ском анализе распределения аллельных вариан-
тов гена TNFα в позиции –308. Установленная  

Таблица 1. ЧасТоТы аллельных варианТов 
HSP70-2 гена в позиции 1267 и TNFα в позиции –308 
среди пациенТов с хирургиЧеским сепсисом  
и в конТрольной группе

HSP70-2/PstI сепсис  
n = 61

контроль  
n = 100 RR

À/A 0,15 0,18 –1,27
A/B 0,46 0,56 –1,50
B/B 0,39 0,26 1,85*
A 0,38 0,46 –1,41*
B 0,62 0,54 1,41*
TNFα/Bsp19I
A/A 0,06 0,05 1,33
A/G 0,20 0,13 1,64
G/G 0,74 0,82 –1,62
A 0,16 0,12 1,51
G 0,84 0,88 –1,51

примечание. * – p < 0,05.

Таблица 2. ЧасТоТы аллельных варианТов HSP70-
2 гена в позиции 1267 и TNFα в позиции –308  
среди умерших и выживших пациенТов 
с хирургиЧеским сепсисом

HSP70-2/PstI
Сепсис 

выжившие 
n = 45

Сепсис 
умершие  

n = 16
RR

А/A 0,13 0,19 1,50
A/B 0,47 0,44 –1,13
B/B 0,40 0,37 –1,11
A 0,37 0,41 1,8
B 0,63 0,59 –1,8
TNFα/Bsp19I
A/A 0,07 0,06 –1,07
A/G 0,22 0,12 –2,0
G/G 0,71 0,81 1,76
A 0,18 0,12 –1,51
G 0,82 0,88  1,51
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для всей группы больных с хирургическим сеп-
сисом тенденция к возрастанию частоты аллель-
ного варианта А и его комбинаций сохраняет-
ся в основном для группы больных, выживших 
в результате проведенного лечения, тогда как для 
умерших пациентов более характерно наличие 
варианта G и его гомозиготного варианта G/G.

При анализе совместного носительства ал-
лельных вариантов генов HSP70-2 и TNFα сре-
ди умерших пациентов относительно выживших 
нами выявлены специфичные комбинации, 
встречающиеся только в группе умерших паци-
ентов: HSP70-2 АA/ TNFα AA, и только в груп-
пе выживших пациентов: HSP70-2BB/TNFα AA  
и HSP70-2 BB/TNFα AG (табл. 3).

Обсуждение
Учитывая важную роль TNFα в развитии сеп-

тического процесса, ген TNFα может рассматри-
ваться как потенциальный маркер риска развития 
сепсиса [10, 14, 16, 24, 30, 31]. В ряде исследова-
ний, проведенных у пациентов с сепсисом и сеп-
тическим шоком, выявлена корреляция высоко-
го уровня TNFα с тяжестью протекания сепсиса 
и его неблагоприятным исходом. Промоторный 
полиморфизм в позиции –308 гена TNFα непо-
средственно влияет на уровень экспрессии [17]. 
В исследованиях in vitro показано, что TNF –308A 
аллель связан с возрастанием уровня транскрип-
ции гена по сравнению с TNF –308G, с увели-
ченной секрецией TNFα в макрофагах in vitro 
и ростом концентрации TNFα в крови in vivo [17, 
33]. Есть свидетельства, что у носителей –308A 
аллельного варианта TNFα-гена повышен риск 
неблагоприятного исхода разнообразных инфек-
ционных и воспалительных процессов, включая 
менингококковую инфекцию и др. [20, 21, 25]. 
Рядом авторов выявлена ассоциация TNF308A 

аллельного носительства с неблагоприятным 
течением сепсиса и увеличением риска смер-
тельного исхода по сравнению с септическими 
больными, у которых в генотипе присутствовал 
аллельный вариант дикого типа TNF –308G. 
Причем гомозиготность –308А аллельного вари-
анта повышала риск смертности по сравнению 
с гетерозиготными пациентами [25]. По данным 
других исследователей, напротив, результат сеп-
тического шока был связан с G полиморфизмом 
в исследуемой позиции промоторного региона 
TNFα [24, 31]. Кроме того, в ряде работ показано 
отсутствие каких-либо ассоциаций риска разви-
тия у пациентов септического процесса и уровня 
смертности от аллельного полиморфизма промо-
торного региона гена TNFα в позиции –308 [9, 
30]. Причем в ряде публикаций авторы подчер-
кивают важность однородности сформирован-
ных групп пациентов с сепсисом по этнической 
принадлежности и связывают с этим различия 
ассоциированности полиморфизма с исходом 
септического процесса [27].

В проведенных нами исследованиях группы 
пациентов, проживающих в Сибирском регионе, 
анализ SNP TNFα промоторного региона в пози-
ции –308, коррелирующего с уровнем экспрессии 
цитокина, выявил тенденцию повышения часто-
ты встречаемости аллеля А среди пациентов с хи-
рургическим сепсисом относительно здоровых, 
что коррелирует с исследованиями, проведен-
ными в европеоидных популяциях. Кроме того, 
нельзя не учитывать расположение гена TNFα 
в непосредственной близости от HLA региона, 
большинство генов которого принимают непо-
средственное участие в регуляции инфекцион-
ных и воспалительных процессов. В таком случае, 
можно рассматривать полиморфизм TNFα не как 
независимый фактор риска развития и исхода сеп-
тического процесса, а как результат действия не-
скольких близко локализованных полиморфных 
генов, продукты которых функционально участву-
ют в протекании воспалительного процесса.

Анализ частоты аллельных вариантов HSP70-
2 гена, имеющего близкую пространственную ло-
кализацию и непосредственное влияние на про-
дукцию TNFα, выявил, что частота HSP70-2*B/B 
была увеличена в группе септических больных, 
и для носителей данного фенотипа показана 
предрасположенность к развитию сепсиса (RR =  
1,85; p < 0,0293). Частота единичного выявле-
ния аллеля В также достоверно повышена (RR = 
1,41) среди пациентов, но очевидно, что основ-
ное значение в ассоциированности имеет именно 
гомозиготный характер комбинации В аллелей. 
Напротив, носители HSP70-2*А аллельного ва-
рианта в генотипе оказались резистентны к сеп-
тическому процессу (табл. 1). Аналогичные 

Таблица 3. ЧасТоТы  HSP70-2/TNFα в позициях 
1267 и –308 сооТвеТсТвенно среди умерших 
и выживших пациенТов с хирургиЧеским 
сепсисом

HSP70-2/TNFα выжившие 
n = 45

умершие 
n = 16 RR

ÀA/AA 0 0,06 8,81
AA/AG 0,04 0,06 1,43
AA/GG 0,09 0,06 –1,46
AB/AA 0,04 0 –1,90
AB/AG 0,11 0,06 –1,88
AB/GG 0,31 0,38 1,33
BB/AA 0,02 0 –1,11
BB/AG 0,07 0 –2,72
BB/GG 0,32 0,38 1,33
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результаты показаны в работах, проведенных 
у септических больных, Waterer и соавторами 
[32]. В ряде исследований, напротив, не выявле-
но каких-либо различий в частотах аллельных ва-
риантов HSP70-2 гена ни у септических больных 
относительно здоровых, ни в группах умерших 
относительно выживших [29], что, возможно, 
объясняется популяционными особенностями 
исследуемых групп.

Предполагается, механизмом подобной ас-
социированности может быть следующее: кле-
точные белки при инфекционном воспалении 
частично денатурированы, и их гидрофобно-свя-
зывающие регионы участвуют в формировании 
нерастворимых комплексов. Hsp70 выполняют 
функцию шаперонов за счет связывания с ги-
дрофобными поверхностями определенных эпи-
топов, специфичность которых и является след-
ствием полиморфизма кодирующих регионов. 
Презентация определенных вариантов собствен-
ных HSP70 молекулам HLA-DRB1 может инду-
цировать разный по интенсивности Т-клеточный 
ответ. Кроме того, существенная гомология ами-
нокислотной последовательности между бакте-
риальными и человеческим HSP может стиму-
лировать взаимную реактивность. В результате, 
собственные белки могут быть идентифициро-
ваны как бактериальные, что может привести 
к усилению иммунного ответа [18,19].

Еще более интересные результаты получены 
при анализе совместного носительства аллель-
ных вариантов генов HSP70-2 и TNFα среди 
умерших пациентов относительно выживших. 
Данные, представленные в таблице 3, показы-
вают, что фенотип AA/AA комбинации генов 
HSP70-2 и TNFα в указанных точках полимор-
физма не выявлен ни у одного из выживших 
от сепсиса пациентов в достаточно представи-
тельной группе наблюдения (n = 45). С другой 
стороны, наличие в генотипе пациента комби-
наций аллелей HSP70-2 и TNFα: HSP70-2BB/
TNFαAA и HSP70-2 BB/ TNFα AG, частота 
встречаемости которых в той или иной мере по-
вышена в группе больных, выживших после раз-
вития септических состояний, выявляется ис-
ключительно среди этих пациентов с высоким 
уровнем сопротивляемости. Ни у одного из па-
циентов, умерших, несмотря на проводимый 
интенсивный комплекс лечебных мероприятий, 
данный генотип не выявлен. Эти результаты 
свидетельствуют о вероятном влиянии генотипа 
пациента в полиморфных областях, кодирую-
щих структуру факторов, регулирующих интен-
сивность воспалительных процессов, на харак-
тер течения септических процессов. С другой 
стороны, высокий уровень ассоциированности 
аллельных вариантов генов HSP70-2 и TNFα 

с течением и исходом хирургического сепсиса, 
позволяет надеется на создание реальных гене-
тических критериев доклинического прогноза 
развития клинической картины заболевания, 
что, в свою очередь, может привести к измене-
нию тактики ведения угрожаемых пациентов 
на более интенсивную.

Таким образом, результаты современных ис-
следований позволяют говорить о наличии опре-
деленных генетических факторов, способных 
оказывать существенное влияние на интенсив-
ность генерализованного воспаления и, следо-
вательно, на клинические проявления и исход 
заболевания. Эти результаты при дальнейшем 
увеличении проанализированных групп пациен-
тов с различным исходом септических состояний 
могут привести к созданию достаточно надежных 
прогностических критериев вероятного исхода 
заболевания.
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