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Резюме. В статье представлены результаты исследования комплексного влияния этамбутола и бел-
кового антигена Мycobacterium tuberculosis на пролиферативный ответ и цитокин-продуцирующую 
способность мононуклеаров периферической крови у больных инфильтративным туберкулезом лег-
ких до начала специфической противотуберкулезной терапии. У больных туберкулезом легких обна-
ружено снижение пролиферативного резерва лимфоцитов при отсутствии значимого увеличения се-
креции IL-2 и IL-10. Комбинированное воздействие этамбутола и белкового антигена Мycobacterium 
tuberculosis на мононуклеары периферической крови у больных туберкулезом легких и здоровых до-
норов было однонаправленным и выражалось антипролиферативным эффектом и избирательным 
подавлением продукции IFNγ.
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PROLIFERATIVE AND SECRETORY RESPONSE OF MONONUCLEAR LEUCOCYTES TO COMBINED 
INFLUENCE OF ETHAMBUTOL AND MYCOBACTERIAL ANTIGENE

Abstract. The article deals with results of studying combined effects of ethambutol and protein antigen of 
Мycobacterium tuberculosis upon proliferative response and cytokine-producing ability of peripheral blood 
mononuclear cells in patients with infiltrative lung tuberculosis prior to beginning of specific antibacterial therapy. 
The mononuclear blood cells were cultivated with complex protein antigen of Мycobacterium tuberculosis 
and ethambutol. In the patients with lung tuberculosis, a decrease in proliferative reserve of lymphocytes was 
detected, in absence of increased IL-2 and IL-10 secretion. The combined effect of ethambutol and protein 

antigen of Мycobacterium tuberculosis upon peripheral 
blood mononuclear cells in the patients with pulmonary 
tuberculosis and healthy donors was similar, and it 
was expressed as antiproliferative effect and selective 
suppression of IFNγ production. (Med. Immunol.,  
vol. 11, N 2-3, pp 153-160)
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Введение
Приоритетная роль в комплексе лечебных ме-

роприятий, направленных на излечение больных 
туберкулезом легких, принадлежит комбини-
рованной химиотерапии [8, 9]. Наряду с такими 
препаратами, как изониазид и рифампицин, со-
ставляющими ядро комбинации первого стан-
дартного режима химиотерапии, в туберкулезной 
практике используется этамбутол, эффективно 
воздействующий на изониазид- и рифампицин-
резистентные микобактерии [1, 9]. 

Однако, несмотря на очевидные успехи в тера-
пии туберкулезной инфекции, нерешенными оста-
ются вопросы токсического действия туберкулоста-
тических препаратов и токсико-индуцированных 
осложнений. Одним из факторов, затрудняющих 
проведение полноценной химиотерапии, является 
наличие у больных туберкулезом нарушений им-
мунного статуса. В соответствии с современными 
представлениями важнейшим звеном иммунной 
дисфункции при туберкулезе легких служит дефект 
клеточного звена иммунитета, который прослежи-
вается как на количественном (снижение общего 
числа Т-клеток), так и на функциональном (угне-
тение пролиферативного ответа Т-лимфоцитов, 
дисбаланс цитокин-секретирующей активности 
мононуклеарных лейкоцитов) уровнях [10, 11, 12, 
13, 14].

Поскольку клиническая эффективность про-
водимого специфического лечения при туберку-
лезе определяется не только антибактериальной 
активностью противотуберкулезных препаратов 
(ПТП), но и во многом состоянием реактивности 
макроорганизма (исходным и на фоне лечения), 
целесообразным является изучение влияния хи-
миотерапии на параметры иммунного статуса, 
в том числе показатели функциональной актив-
ности иммунокомпетентных клеток. Необходи-
мо также учитывать влияние возбудителя и его 
структурных компонентов на клетки врожден-
ного и адаптивного иммунитета, которое может 
потенцировать некоторые иммунотропные эф-
фекты ПТП. 

Согласно данным С.И. Татькова и соавто-
ров [2008], среди штаммов микобактерий тубер-
кулеза, циркулирующих на территории Томской 
области, преобладают клинические изоляты се-
мейства Beijing, высокоассоциированные с мно-
жественной лекарственной устойчивостью.

В настоящее время микобактериальные анти-
гены являются предметом разносторонних им-
мунохимических исследований. Ввиду того, что 
у микобактерий не существует единого доми-
нирующего антигена, у зараженного или искус-
ственно сенсибилизированного макроорганизма 
развивается гиперчувствительность к множеству 
микобактериальных протеинов [25]. В связи 

с этим использование в работе микобактериа-
льного антигена штамма Beijing для индукции 
клеток, на наш взгляд, позволит наиболее полно 
оценить ответную реакцию мононуклеаров кро-
ви на воздействие ПТП. 

В свете вышеизложенного проблема прямого 
комбинированного in vitro влияния противоту-
беркулезных препаратов, в частности этамбутола, 
и белкового антигена микобактерий туберкулеза 
штамма Beijing на пролиферативную и цитокин-
продуцирующую активность иммунокомпетент-
ных клеток при туберкулезе легких представляет 
бесспорный научный интерес и имеет практиче-
ское значение в рамках совершенствования спо-
собов иммунокорригирующей терапии.

Цель исследования: оценить сочетанное вли-
яние этамбутола и белкового антигена мико-
бактерий туберкулеза штамма Beijing in vitro 
на пролиферативную активность лимфоцитов 
и продукцию интерлейкинов IL-2, IL-10 и ин-
терферона γ (IFNγ) мононуклеарами перифери-
ческой крови при инфильтративном туберкулезе 
легких.

Материалы и методы
Обследовано 30 впервые выявленных больных 

(20 мужчин и 10 женщин) с инфильтративным 
туберкулезом легких в возрасте от 18 до 55 лет. 
Пациенты находились на стационарном лечении 
в Томской областной туберкулезной клиниче-
ской больнице. В зависимости от чувствитель-
ности возбудителя к основным ПТП все больные 
были распределены на две группы. Первую груп-
пу составили 15 пациентов, выделяющих мико-
бактерии туберкулеза (МБТ), чувствительные 
к основным ПТП, во вторую группу было вклю-
чено 15 пациентов, выделяющих МБТ, устойчи-
вые как минимум к трем препаратам: изониазиду, 
рифампицину и стрептомицину. Лекарственную 
чувствительность МБТ определяли традицион-
ным методом абсолютных концентраций на сре-
де Левенштейна–Йенсена.

Контрольную группу составили 18 практиче-
ски здоровых доноров с сопоставимыми характе-
ристиками по полу и возрасту.

Материалом для исследования служила ве-
нозная кровь, взятая из локтевой вены в объеме 
10 мл утром до приема пищи.

Выделение мононуклеаров из цельной крови 
осуществляли методом градиентного центрифу-
гирования [3].

Изучение влияния этамбутола и комплексного 
белкового антигена МБТ на продукцию монону-
клеарами IL-2, IL-10 и IFNγ проводили до начала 
специфической противотуберкулезной химиоте-
рапии. Для этого получали три вида супернатан-
тов: от клеток, культивируемых в питательной 
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среде (базальная); от клеток, культивируемых 
в питательной среде в присутствии белкового 
антигена МБТ; от клеток, культивируемых в пита-
тельной среде в присутствии белкового антигена 
МБТ и этамбутола. 

Комплексный белковый антиген, выделенный 
из МБТ семейства Beijing1, вносили в пробы в дозе 
20 мкг/мл, этамбутол – в дозе 25 мкг/ мл (концен-
трация соответствует средней концентрации пре-
парата в плазме крови при стандартных режимах 
дозирования). В контрольные пробы добавляли 
полную среду RPMI-1640. Посев клеточных куль-
тур проводили по методу Е.Д. Гольд берга и соав-
торов [3]. Определение уровня продукции IL-2, 
IL-10 и IFNγ осуществляли методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа согласно ин-
струкциям, предлагаемым отечественными про-
изводителями тест-систем (ООО «Протеиновый 
контур», ООО «Цитокин», ЗАО «Вектор-Бест»).
Пролиферативную активность лимфоцитов оце-
нивали с помощью МТТ-теста, предложенного 
J. Carmichael [24]. Клетки культивировали в тече-
ние 72 ч в аналогичных условиях, примененных 
для оценки цитокин-секретирующей способности 
мононуклеаров. По полученным результатам рас-
считывали пролиферативный резерв лимфоцитов – 
отношение показателей пролиферации клеток 
в присутствии белкового антигена МБТ к значени-
ям базальной лимфопролиферации.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием пакета 
прикладных программ Statistica 6.0. Для каждой 
выборки вычисляли числовые характеристики: 
среднее арифметическое и ошибку среднего. Для 
оценки нормальности распределения в выборке 
применяли критерий Колмогорова–Смирнова. 
Проверку достоверности различий для зависимых 
выборок осуществляли с помощью непараметри-
ческого критерия Вилкоксона, для независимых 
выборок применяли непараметрический крите-
рий Манна–Уитни. Различие двух сравниваемых 
величин считали достоверным, если вероятность 
их тождества была меньше 5% (р < 0,05).

Результаты
Уровни спонтанной пролиферативной активности 
и продукции цитокинов мононуклеарами крови 
у больных туберкулезом легких

Проведенное нами исследование показало, 
что у больных туберкулезом легких (ТЛ) вне за-
висимости от чувствительности возбудителя 
к основным ПТП не регистрировалось статисти-
чески значимых отклонений показателей спон-

1 Антиген предоставлен иммунологической лаборато-
рией Института инфекционной биологии им. Макса 
Планка (г. Берлин).

танной пролиферативной активности лимфо-
цитов и уровня базальной продукции основного 
Т-клеточного ростового фактора – IL-2 по срав-
нению со здоровыми донорами (табл. 1, рис. 1). 
Однако спонтанная продукция IL-2 в группе 
больных с лекарственно-чувствительным ТЛ 
(ЛЧТЛ) составила 23,08 пг/мл и была достовер-
но выше таковой у больных с лекарственно-
резистентным ТЛ (ЛУТЛ).

Интенсивность спонтанной секреции IFNγ 
у пациентов с лекарственно-чувствительным 
туберкулезом легких (ЛЧТЛ) была сопоставима 
с контролем (рис. 1). У больных с лекарственно-
устойчивой формой заболевания уровень базаль-
ной продукции IFNγ мононуклеарами крови 
был значительно ниже аналогичных показателей 
у здоровых доноров и пациентов с ЛЧТЛ (рис. 1). 

Анализ спонтанной продукции IL-10 позво-
лил установить снижение ее уровня сравнитель-
но с нормой в среднем в 5,8 раза как у больных 
ЛЧТЛ, так и у пациентов с ЛУТЛ (рис. 1). 

Уровни пролиферативной активности и продукции 
цитокинов мононуклеарами крови у больных 
туберкулезом легких в условиях добавления 
белкового антигена МБТ

Культивирование мононуклеарных лейкоци-
тов больных ЛЧТЛ и ЛУТЛ с белковым антигеном 
МБТ не сопровождалось увеличением выработки 
IL-2. При этом в обеих группах обследованных 
пациентов в данных условиях инкубации реги-
стрировалось снижение показателей лимфопро-
лиферации (относительно значений базального 
уровня), а при ЛЧТЛ – пролиферативного резер-
ва клеток (по сравнению с  контролем) (табл. 1).

Обращало на себя внимание и то, что у боль-
ных ТЛ вне зависимости от чувствительности 
возбудителя к основным ПТП отмечалось увели-
чение уровня белок-индуцированной продукции 
IFNγ (рис. 1). 

У больных ТЛ уровень секреции IL-10 при до-
бавлении в культуру мононуклеаров белкового 
микобактериального антигена был сопоставим 
с базальным. Однако у здоровых доноров уста-
навливалось значительное снижение продукции 
данного цитокина под влиянием белкового анти-
гена МБТ до уровня таковой в группе больных ТЛ 
(рис. 1).

Комбинированное влияние этамбутола и белкового 
антигена МБТ на пролиферацию и продукцию 
цитокинов мононуклеарами крови у больных 
туберкулезом легких

Анализ результатов цитокин-продуцирующей 
активности мононуклеаров позволил установить, 
что как у здоровых доноров, так и у пациентов 
с ЛЧТЛ и ЛУТЛ, уровень секреции IL-2 и IL-10 
в присутствии этамбутола и белкового антигена  
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Таблица 1. ПролифераТивная акТивносТь лимфоциТов Периферической крови у больных 
инфильТраТивным Туберкулезом легких (х±m)

Пролиферативная 
активность,
ед. опт. пл.

Группы обследованных лиц

здоровые доноры
больные лекарственно-

устойчивым 
туберкулезом легких

больные лекарственно-
чувствительным 

туберкулезом легких

Базальная 0,321±0,020 0,371±0,023 0,380±0,030

При инкубации  
с белковым антигеном 

микобактерий

0,305±0,020 0,310±0,027
р1 < 0,05

0,270±0,005
р1 < 0,01

Резерв пролифератив-
ной активности

0,960±0,049 0,830±0,036 0,740±0,060
р2 < 0,05

При инкубации с белко-
вым антигеном микобак-

терий и этамбутолом

0,246±0,011
р1 < 0,05

0,269±0,010
р1 < 0,05

0,246±0,010
р1 < 0,05

Примечание. р1 – уровень статистической значимости различий по сравнению с базальной пролиферацией; р2 – по 
сравнению с аналогичными показателями у здоровых доноров.

рисунок 1. концентрация IL-2, IL-10 и IFNγ (пкг/мл) в культуральных супернатантах мононуклеарных лейкоцитов 
у больных инфильтративным туберкулезом легких
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МБТ статистически значимо не изменялся 
(рис. 1). 

Интересно, что совместное действие этам-
бутола и микобактериального антигена на 
IFNγ - продуцирующую активность мононуклеа-
ров и пролиферативную способность клеток было 
выраженным и однонаправленным. Так, у здо-
ровых доноров и у больных ТЛ вне зависимости 
от чувствительности возбудителя к основным 
ПТП культивирование мононуклеаров с этамбу-
толом и белковым антигеном МБТ сопровожда-
лось угнетением интенсивности секреции IFNγ 
и пролиферативной активности лимфоцитов 
в среднем в 2,6 раза (р2 < 0,05) и 1,4 (р1 < 0,05) со-
ответственно (рис. 1, табл. 1).

Обсуждение
Согласно данным отечественных авто-

ров [15, 19] и зарубежной литературы [26, 27, 30, 33], 
основная роль в формировании противотубер-
кулезного иммунитета принадлежит макрофагам 
и Т-лимфоцитам-хелперам типа 1 (Тh1). Секрети-
руемые Тh1-лимфоцитами цитокины, в частности 
IL-2 и IFNγ, обеспечивают в организме высокую 
активность «вспомогательных» клеток и эффектор-
ных цитотоксических Т-лимфоцитов, поддерживая 
тем самым клеточный иммунный ответ [7, 17].

Неоднократно обосновано, что IFNγ является 
основным макрофаг-активирующим цитокином 
и факт недостаточной его продукции, выявлен-
ный нами у больных ЛУТЛ, может служить при-
чиной угнетения функциональной активности 
фагоцитирующих клеток, а следовательно, ак-
тивного размножения возбудителя и увеличения 
числа лекарственно-устойчивых его форм в ми-
кобактериальной популяции. С другой стороны, 
угнетение продукции IFNγ на уровне макроорга-
низма может быть инициировано непосредствен-
но МБТ. Так, известно, что одна из стратегий МБТ, 
позволяющих им уклоняться от внутриклеточной 
гибели, заключается в индуцированной бацилла-
ми секреции IL-6, который подавляет в Т-клетках 
синтез активирующих макрофаги цитокинов [31, 
34, 35]. Однако в полученных результатах наблю-
дается некоторый дисбаланс: наряду со снижени-
ем продукции IFNγ у больных ЛУТЛ отмечается 
значительное снижение концентрации IL-10. 
Известно, что IL-10 является типичным противо-
воспалительным цитокином, ингибирующим все 
те функции макрофагов, которые стимулирует 
IFNγ, и в целом подавляет Th1-ответ. При этом 
избыток IL-10 ведет к снижению противоинфек-
ционной защиты и развитию хронических ин-
фекций [20]. Согласно литературным данным, 
течение туберкулезной инфекции сопровождает-
ся повышенной выработкой IL-10 как моноцита-

ми, так и лимфоцитами [32]. При этом сами МБТ 
могут напрямую стимулировать продукцию IL-10 
и трансформирующего фактора роста β (TGFβ) 
антигенпредставляющими клетками, что приво-
дит к усиленному размножению бактерий и утя-
желению инфекции [23].

 Исходя из этого, выявленный нами низкий 
уровень спонтанной продукции IL-10, вероят-
но, способствует более благоприятному течению 
болезни, а снижение продукции IFNγ, напротив, 
к ее утяжелению. Возможно, такой дисбаланс 
обусловлен варьированием уровня цитокино-
вой экспрессии в течение различных стадий ту-
беркулезного процесса. Кроме того, снижение 
концентрации IFNγ может быть опосредовано 
повышенной продукцией других противовоспа-
лительных цитокинов, которые не исследовались 
в данной работе. 

Культивирование мононуклеарных лейко-
цитов с белковым антигеном МБТ не сопрово-
ждалось увеличением концентрации IL-2, что, 
вероятно, свидетельствует о дефиците резерва 
IL-2-секреторной активности Т-клеток. Не ис-
ключено, что отсутствие индуцирующего эффек-
та белкового антигена МБТ на интенсивность 
секреции IL-2 может быть опосредовано связы-
ванием данного цитокина α-цепью рецептора 
для IL-2 (CD25), экспрессия которой у больных 
ТЛ возрастает [10, 14]. Вероятно, формирующий-
ся вследствие этого дефицит свободной формы 
цитокина (IL-2) обусловливает угнетение лимфо-
пролиферации при добавлении в культуры моно-
нуклеаров белкового антигена МБТ.

В исследованиях in vitro [25] было показано, 
что очищен ный арабиногалактан, являющий-
ся компонентом клеточной стенки микобакте-
рий, представляет собой сильнодействующий 
иммуносупрессорный агент. Таким образом, не 
исключено, что подавление пролиферативной 
активности лимфоцитов определяется иммуно-
логическими особенностями белкового антигена 
МБТ штамма Beijing.

Неоднократно обосновано, что пролифератив-
ный ответ лимфоцитов определяется тремя глав-
ными составляющими: продукцией IL-2, экспрес-
сией на мембране высокоаффинного рецептора 
IL-2 и активацией связанных с рецептором IL-2 
сигнальных молекул [5, 6]. Поскольку при инку-
бации клеток с белковым антигеном МБТ и этам-
бутолом нами не были установлены изменения 
секреции IL-2, то в основе угнетения пролифера-
тивной активности лимфоцитов мы можем пред-
полагать нарушения на двух последующих этапах 
и, в первую очередь, на уровне сборки и экспози-
ции IL-2-рецепторного аппарата клетки. Послед-
нее обстоятельство обусловлено тем, что наличие 
полноценного рецептора и связывание с ним 



158

Серебрякова В.А. и др. Медицинская Иммунология

определяет последующий каскад реакций, обе-
спечивающих пролиферацию клеток.

Как известно, рецептор для IL-2 состоит 
из трех субъединиц – IL-2Rα, IL-2Rβ и γ (общая 
γ-цепь цитокиновых рецепторов), ассоциирован-
ных с нерецепторными тирозинкиназами (JAK1 
и JAK3), субстратами для которых служат транс-
крипционные факторы STAT5 и  STAT3 [4, 16]. 
Одна из ключевых ролей в запуске пролифератив-
ного ответа лимфоцитов принадлежит транскрип-
ционным факторам STAT5α и STAT5β, каждый 
из которых после фосфорилирования становится 
способным проникать в клеточное ядро и взаи-
модействовать с участками генов, управляющи-
ми ростом и дифференцировкой клеток [2, 4]. 
Известно, что у мышей с двойным нокаутом по 
этим белкам регистрируется подавление проли-
феративного ответа периферических Т-клеток, 
как в присутствии, так и в отсутствии IL-2 [4, 28, 
30]. Кроме того, показано, что у мышей с недоста-
точностью STAT3 имеется дефект IL-2 зависимой 
пролиферации Т-клеток, в основе которого лежит 
нарушение экспрессии IL-2Rα [4, 22, 29].

Учитывая данные литературы, можно предпо-
ложить, что возможным механизмом подавления 
пролиферативной активности лимфоцитов мог-
ло быть как прямое, так и опосредованное (через 
дефекты экспрессии отдельных цепей рецептора 
для IL-2, активации JAK-киназ) нарушение про-
цесса фосфорилирования указанных факторов 
транскрипции (STAT3, STAT5α и STAT5β). 

Известно также, что запуск клеточной пролифе-
рации сопровождается активацией ионтранспор-
тирующих систем, в частности Na+/ К+

 - АТФазы, 
 встроенной в цитоплазматическую мембрану [6]. 
Наряду с основным механизмом действия (по-
давлением активности ферментов арабинозил-
трансфераз) этамбутол способен инициировать 
нарушения внутриклеточного липидного обмена, 
структуры рибосом, синтеза РНК и белка [21]. 
В этой связи не исключено, что этамбутол, про-
никая в клетку, может не только изменять актив-
ность присутствующих в мембране транспортных 
комплексов, но и ограничивать синтез или ини-
циировать их деградацию.

Установленный в нашем исследовании факт 
угнетения продукции мононуклеарами IFNγ 
при их совместном культивировании с этамбуто-
лом и белковым антигеном МБТ, по-видимому, 
связан с избирательным механизмом препарат-
индуцированного подавления синтеза данного 
цитокина.

Заключение
Таким образом, в результате проведенного 

исследования было показано, что у здоровых  

доноров и больных туберкулезом легких ком-
бинированное воздействие этамбутола и бел-
кового антигена микобактерий штамма 
Beijing проявляется угнетением пролифера-
тивной и IFNγ-продуцирующей активности 
мононуклеар ных лейкоцитов. Более выраженное 
их подавление в присутствии этабутола (относи-
тельно аналогичных данных в условиях изолиро-
ванной инкубации мононуклеаров с белковым 
антигеном МБТ) свидетельствует о том, что угне-
тение функциональной активности мононуклеар-
ных лейкоцитов при туберкулезе на фоне терапии 
может быть обусловлено не только отрицатель-
ным действием возбудителя на клетки, но и не-
гативным модулирующим эффектом препарата. 
При этом однонаправленный характер влияния 
этамбутола на мононуклеары периферической 
крови больных туберкулезом легких и здоровых 
доноров указывает на универсальность его имму-
нотропного действия.
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