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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
ПРОТИВОМИКРОБНЫХ ПЕПТИДОВ И МИКРОБИОМА  
НА УРОВНЕ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ВЕРХНИХ 
ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ ПРИ СТАРЕНИИ
Бурмакина В.В.1, Вартанова Н.О.2, Хорева М.В.1, 
Городищенская С.В.1, Авагян А.С.2, Свитич О.А.2 
1 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. На сегодняшний день во всем мире неуклонно растет доля лиц пожилого и старческого 
возраста. Важнейшими факторами первой линии иммунной защиты слизистых оболочек верхних ды-
хательных путей являются β-дефензины, представляющие группу секреторных белков с противоми-
кробной активностью. Целью настоящего исследования явилось изучение экспрессии генов противо-
микробных пептидов β-дефензинов и состава микробиома слизистых оболочек верхних дыхательных 
путей у лиц старческого возраста и долгожителей при различных фенотипах старения. В основную 
группу исследования вошло 67 долгожителей и 49 человек старческого возраста, которые в даль-
нейшем были поделены на две подгруппы в зависимости от протекания старения (патологическое 
и успешное старение). Из соскобов носоглотки выделяли нуклеиновые кислоты и методом полиме-
разной цепной реакции в реальном времени определяли уровни экспрессии генов DEFB1 и DEFB4. 
Состав микробиоты в мазках носоглотки определяли методом MALDI-TOF масс-спектрометрии. 

При анализе экспрессии гена DEFB1 у лиц старческого возраста и долгожителей с успешным и пато-
логическим фенотипом старения не выявлено разницы между группами. Экспрессия гена DEFB4 была 
увеличена у долгожителей с патологическим старением по сравнению с долгожителями с успешным 
старением и с группой старческого возраста. Избыточная продукция противомикробных пептидов 
носит двойственный характер: с одной стороны, они обеспечивают первую линию защиты от микро-
организмов, а с другой – обладают цитотоксичностью в отношении собственных клеток. Повышение 
экспрессии гена DEFB4 при старении может быть обусловлено увеличением количества патоген-ас-
социированных молекулярных паттернов, в качестве которых может выступать собственная микро-
биота и/или компоненты метаболизма микроорганизмов. При анализе состава микробиоты показано 
увеличение биоразнообразия у лиц с успешным фенотипом старения по сравнению с патологическим 
фенотипом. Особое внимание обращает на себя Staphylococcus spp., видовой состав которого зависит от 
фенотипа старения. В группе патологического старения частота высевания St. aureus достоверно выше, 
чем в группе успешного старения. 
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Таким образом, гиперэкспрессия гена DEFB4 и изменение состава микробиоты слизистых обо-
лочек верхних дыхательных путей могут являться одними из механизмов, объясняющих повышение 
восприимчивости к инфекциям при различных фенотипах старения. 

Ключевые слова: врожденный иммунитет, мукозальный иммунитет, противомикробные пептиды HBD1, 
противомикробные пептиды HBD2, экспрессия генов, микробиом, долгожители, патологическое старение

FEATURES OF THE EXPRESSION OF GENES OF 
ANTIMICROBIAL PEPTIDES AND THE MICROBIOME AT 
THE LEVEL OF THE MUCOUS MEMBRANE OF THE UPPER 
RESPIRATORY TRACT DURING AGING
Burmakina V.V.a, Vartanova N.O.b, Khoreva M.V.a, 
Gorodishchenskaya S.V.a, Avagyan A.S.b, Svitich O.A.b
a N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation  
b I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 

Abstract. Today, the proportion of elderly and senile people is steadily growing throughout the world. 
The most important factors in the first line of immune defense of the mucous membranes of the upper 
respiratory tract are β-defensins, which are a group of secretory proteins with antimicrobial activity. The aim 
of this study was to study the expression of genes for antimicrobial peptides β-defensins and the composition of 
the microbiome of the mucous membranes of the upper respiratory tract in elderly people and long-livers with 
various aging phenotypes. 

The main study group included 67 centenarians and 49 elderly people, who were further divided into two 
subgroups depending on the course of aging (pathological and successful aging). Nucleic acids were isolated 
from nasopharyngeal scrapings and the expression levels of the DEFB1 and DEFB4 genes were determined 
using real-time polymerase chain reaction. The composition of the microbiota in nasopharyngeal swabs was 
determined by MALDI-TOF mass spectrometry. 

In analyzing the expression of the DEFB1 gene in elderly people and centenarians with successful and 
pathological aging phenotypes, no difference was revealed between the groups. Expression of the DEFB4 gene 
was increased in centenarians with pathological aging compared to centenarians with successful aging and 
in the elderly group. Excessive production of antimicrobial peptides is dual in nature; on the one hand, they 
provide the first line of defense against microorganisms, and on the other, they are cytotoxic to their own cells. 
An increase in the expression of the DEFB4 gene during aging may be due to an increase in the number of 
pathogen-associated molecular patterns, which can be one’s own microbiota and/or components of microbial 
metabolism. Analysis of the microbiota composition showed an increase in biodiversity in individuals with a 
successful aging phenotype compared to a pathological phenotype. Particular attention is paid to Staphylococcus 
spp., the species composition of which depends on the aging phenotype. In the pathological aging group, the 
frequency of St. aureus colonization is significantly higher than in the successful aging group. 

Thus, overexpression of the DEFB4 gene and changes in the composition of the microbiota of the mucous 
membranes of the upper respiratory tract may be one of the mechanisms explaining the increased susceptibility 
to infections in various aging phenotypes.

Keywords: innate immunity, mucosal immunity, antimicrobial peptides HBD1, antimicrobial peptides HBD2, gene expression, 
microbiome, longevity, pathological aging

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда №23-15-00137, http://
rscf.ru/project/23-15-00137/.

Введение
Начиная со второй половины XX века, во 

всем мире неуклонно увеличивается доля лиц 

пожилого и старческого возраста. В структуре 
заболеваемости лиц старше 70 лет особое место 
занимают болезни органов дыхания и инфекци-
онные заболевания верхних дыхательных путей 
(ВДП), такие как ринит, ринофарингит, фарин-
гит и др. [3]. Возрастные морфофункциональные 
изменения слизистой оболочки ВДП приводят 
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к снижению иммунной защиты и повышению 
восприимчивости к различным инфекционным 
патогенам.

Важнейшими факторами первой линии им-
мунной защиты слизистых оболочек ВДП яв-
ляются β-дефензины, представляющие группу 
секреторных белков с противомикробной актив-
ностью. Известно, что β-дефензины, в частности 
HBD-1 и HBD-2 (Human beta-defensin – челове-
ческий β-дефензин), секретируются эпителиаль-
ными клетками слизистой оболочки ВДП и неко-
торыми комменсалами [6]. На сегодняшний день 
имеются неоднозначные данные об изменении 
экспрессии и содержании данных дефензинов 
при старении [10]. Проводится множество ис-
следований, демонстрирующих большое влия-
ние микробиоты на формирование механизмов 
врожденного иммунитета в защите слизистых 
оболочек, однако в основном оценивается только 
кишечная микробиота [13]. Целью работы яви-
лось изучение экспрессии генов β-дефензинов 
и состава микробиома слизистых оболочек ВДП 
у лиц старческого возраста и долгожителей при 
различных фенотипах старения. 

Материалы и методы
Исследование было одобрено локальным 

этическим комитетом при ФГАОУ ВО РНИМУ 
им.  Н.И.  Пирогова МЗ РФ заседание № 24 от 
20.11.2023. Пациенты подписывали информиро-
ванное согласие и согласие на обработку персо-
нальных данных. 

Основную группу составили 116 пациентов 
которые проходили обследование в ГБУЗ ГВВ 
№2 ДЗ г. Москвы и ГБУ Геронтологический 
центр. Пациенты были разделены на две возраст-
ные группы:

Группа 1 – 49 человек старческого возраста 
(78±2 года);

Группа 2 – 67 долгожителей (95±3 года).
Для определения фенотипа старения была 

проведена комплексная гериатрическая оцен-
ка, которая включала в себя измерение индекса 
коморбидности Чарльсон, краткую батарею те-
стов физического функционирования (SPPB) 
и краткую шкалу оценки психического статуса 
(MMSE) [4, 7,  12]. Данные индексы позволяют 
комплексно оценить уровни соматического, фи-
зического и психического состояния пациентов.

На основании выбранных критериев пациен-
ты внутри возрастных групп были разделены на 
2 подгруппы в зависимости от типа протекания 
старения: 

Подгруппа а – успешное старение;
Подгруппа б – патологическое старение (табл. 1).
Критерии исключения из обеих подгрупп: на-

личие острых и хронических инфекционных за-
болеваний, наличие злокачественных новообра-
зований, отказ от участия в исследовании.

В рамках настоящего исследования проводили 
взятие соскобов и мазков со слизистой оболочки 
ВДП. Из клеток выделяли нуклеиновые кислоты 
методом аффинной сорбции на частицах силика-
геля «АмплиПРАЙМ Рибо-сорб» (ООО «Интер-
ЛабСервис», Россия). Далее осуществлялась по-
становка реакции обратной транскрипции для 
получения кДНК с использованием «Набора для 
проведения реакции обратной транскрипции» 
(ООО «Синтол», Россия). Для полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ) использовали полученную кДНК и 
«Набор для проведения ПЦР-РВ SYBR Green I» 
(ООО «Синтол», Россия). ПЦР-РВ проводили в 
амплификаторе Rotor-Gene Q (QIAGEN Hiden, 
Германия). Необходимые для работы праймеры 
для изучения экспрессии генов DEFB1 и DEFB4 
синтезированы фирмой ООО «Синтол». Уровень 
экспрессии генов оценивался по методу 2-∆∆Ct от-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUPS
Группа 1. Старческий возраст

Group 1. Elderly age
78±2 

Группа 2. Долгожители
Group 2. Centenarians

95±3

а Успешное 
старение

b Successful aging

б Патологическое 
старение

b Pathologica l aging

а Успешное 
старение

а Successful aging

б Патологическое 
старение

b Pathological aging
n 17 32 30 37
Индекс Чарльсон
Charlson index 1-2 ≥ 3 3-4 ≥ 3

Индекс SPPB
SPPB index > 7 ≥ 3 > 7 ≤ 7 

Индекс MMSE
MMSE index > 27 ≤ 27 > 27 ≤ 27
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носительно уровня экспрессии гена домашнего 
хозяйства β-актина [1]. Состав микробиома опре-
деляли в мазках, взятых с задней поверхности сли-
зистой оболочки носоглотки. Проводили посевы 
на чашки Петри с селективными средами: Эндо, 
Сабуро, желточно-солевым агаром, кровяным и 
уроселективным агарами. Идентификацию чи-
стых культур микроорганизмов осуществляли 
с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии 
(MALDI Biotyper Sirius RUO System фирмы 
BRUKER, Германия) [5]. Исследование состава 
микробиоты проводили на базе «НИИ ВС им. 
И.И. Мечникова» – на безвозмездной основе. 

Статистическая обработка данных прове-
дена с использованием программ Microsoft Excel 
2022, STATISTICA 10.0 и GraphPad Prism 4.0 
(GraphPad Software Inc., San Diego, США). Полу-
ченные данные об экспрессии генов были про-
анализированы с помощью непараметрического 
U-критерия Манна–Уитни и представлены в виде 
Me  (Q0,25-Q0,75). Различие частот статистически 
значимым считали при p < 0,05; при значениях р 
выше 0,05. Корреляционный анализ проводили с 
использованием коэффициента ранговой корре-
ляции Спирмена. Для анализа микробиоты был 
выбран точный критерий Фишера. При анали-
зе видового разнообразия использовали индекс 
Шеннона (H), чем выше значение Н, тем выше 
видовое разнообразие в конкретном сообществе. 

Результаты и обсуждение
Известно, что противомикробные пептиды 

экспрессируются в барьерных тканях и осущест-

вляют первую линию иммунной защиты от пато-
генов. HBD-1 вырабатывается конститутивно в 
отличие от HBD-2, который секретируется в от-
вет на воспаление и/или инфекцию [6]. На пер-
вом этапе работы был оценен уровень экспрессии 
гена DEFB1, в исследуемых группах и подгруппах. 
При анализе экспрессии гена DEFB1 у лиц стар-
ческого возраста и долгожителей с успешным и 
патологическим фенотипом старения не выявле-
но статистически значимой разницы между груп-
пами (рис. 1А). 

У долгожителей с патологическим феноти-
пом старения экспрессия гена DEFB4 увеличена 
в 2,5 раза (р < 0,01), по сравнению с подгруппой 
долгожителей с успешным фенотипом старения. 
Аналогичные результаты были получены при 
сравнении лиц старческого возраста с успешным 
и патологическим старением. В подгруппе лиц 
старческого возраста с патологическим старени-
ем, экспрессия гена DEFB4 превышала данный 
показатель в подгруппе успешного фенотипа ста-
рения в 11 раз (р < 0,001).

При сравнении двух возрастных групп было 
показано, что у долгожителей с патологическим 
старением экспрессия гена DEFB4 была выше в 4 
раза (р < 0,01) по сравнению с подгруппой пато-
логического старения лиц старческого возраста. 
У долгожителей с успешным старением уровень 
экспрессии гена DEFB4 был значительно увели-
чен в 53 раза (р < 0,01) относительно лиц старче-
ского возраста с успешным старением (рис. 1Б). 

Увеличение экспрессии гена DEFB4 можно 
объяснить повышенной проницаемостью кле-

Рисунок 1. Экспрессия генов противомикробных пептидов DEFB1 (А) и DEFB4 (Б) на уровне слизистой верхних 
дыхательных путей у долгожителей и лиц старческого возраста
Примечание. Данные представлены в виде Me (Q0,25-Q0,75), * – p < 0,05, *** – p < 0,001.
Figure 1. Expression of the genes of antimicrobial peptides DEFB1 (A) and DEFB4 (B) at the level of the mucous membrane 
of the upper respiratory tract in centenarians and elderly people
Note. Data presented as Me (Q0.25-Q0.75), *, p < 0.05, ***, p < 0.001.

А (А) Б (B) Группа 1а Стар. возр. успешное стар.
Group 1a Elderly age, successful aging
Группа 1б Стар. возр. патолог. стар.
Group 1b Elderly age, pathological aging
Группа 2а Долгожители, успешное стар.
Group 2a Centenarians, successful aging
Группа 2б Долгожители, патолог. стар.
Group 2b Centenarians, pathological aging

* p < 0,05
** p < 0,01
*** p < 0,001
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Рисунок 2. Изменение видового состава Staphylococcus spp. на уровне слизистой носоглотки ВДП в подгруппах 
с различными фенотипами старения
Примечание. Данные представлены в виде частоты встречаемости каждого вида в % от общей популяции Staphylococcus spp.
Figure 2. Change in species composition of Staphylococcus spp. at the level of the nasopharyngeal mucosa of the upper respiratory 
tract in subgroups with different aging phenotypes
Note. Data are presented as the frequency of occurrence of each species as a % of the total population of Staphylococcus spp.

точных барьеров и увеличением количества пато-
ген-ассоциированных молекулярных паттернов 
(ПАМП), активирующих систему врожденного 
иммунитета. Избыточная продукция противоми-
кробных пептидов носит двойственный харак-
тер: с одной стороны, они обеспечивают первую 
линию защиты от микроорганизмов, а с другой 
– обладают цитотоксичностью в отношении соб-
ственных клеток [2].

В качестве ПАМП, стимулирующих выработ-
ку противомикробных пептидов, может высту-
пать собственная микробиота и/или компоненты 
метаболизма микроорганизмов. В связи с этим 
на следующем этапе работы был проведен анализ 
состава микробиоты на уровне слизистой обо-
лочки ВДП. В ходе исследования было выявлено 
увеличение биоразнообразия у лиц с успешным 
фенотипом старения (Индекс Шеннона (H) – 38) 
по сравнению с патологическим фенотипом (H – 
14). При анализе двух возрастных групп показано 
большее видовое разнообразие микробиоты (H – 
36) у лиц старческого возраста по сравнению с 
долгожителями (H – 16). 

Особое внимание обращает на себя 
Staphylococcus spp., видовой состав которого зави-
сит от фенотипа старения. В подгруппе успешно-
го старения выявлено 9 видов Staphylococcus spp., 
а в подгруппе патологического старения – всего 

3. При этом St. aureus «вытесняет» нормальную 
флору (в частности – St. epidermidis): частота вы-
севания St. aureus в подгруппе с патологическим 
старением достоверно выше, чем в подгруппе 
успешного старения (p = 0,01) (рис. 2). При ис-
следовании видового разнообразия Staphylococcus 
spp., в разных возрастных группах у долгожите-
лей наблюдается низкое видовое разнообразие 
по сравнению с группой старческого возраста. 
Однако частота встречаемости St. aureus от воз-
раста не зависит.

Как было сказано ранее, при увеличении роста 
патогенной и условно-патогенной микрофлоры 
происходит активация паттерн-распознающих 
рецепторов, которая приводит к повышению ко-
личества противомикробных пептидов [9]. Из-
вестно, что St. aureus активирует TLR2, что влечет 
за собой гиперэкспрессию гена противомикроб-
ного пептида DEFB4, которая была продемон-
стрирована в ходе исследования [8, 11]. 

Заключение
Таким образом, гиперэкспрессия гена DEFB4 

и изменение состава микробиоты слизистых обо-
лочек верхних дыхательных путей могут являться 
одними из механизмов, объясняющих повыше-
ние восприимчивости к инфекциям при различ-
ных фенотипах старения. 
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