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Резюме. Пародонтит представляет собой хроническое инфекционное воспалительное заболева-
ние, являющиеся наиболее распространенной формой костной патологии у человека. Porphyromonas 
gingivalis часто встречается при поражении пародонта и считается основным этиологическим агентом 
пародонтита. Моноциты играют важную роль при развитии инфекционного процесса и последую-
щем воспалении. Целью настоящего исследования было изучить изменение субпопуляционного со-
става моноцитов и взаимосвязь экспрессии CD14, CD16, CD45RA, HLA-DR антигенов на их поверх-
ности при пародонтите.

Было показано, что течение пародонтита сопровождается увеличением количества провоспали-
тельных моноцитов и характеризуется снижением экспрессии CD14 и появлением CD16. Кроме того 
наблюдалась активация моноцитов и этот факт отражает экспрессия CD45RA. Однако, хотя у паци-
ентов с пародонтитом наблюдается значительное повышение количества CD14lowCD16+HLA-DR+ 
клеток, это не может играть существенную роль в развитии иммунного ответа и подавлении инфек-
ции, вызвавшей пародонтит.

Ключевые слова: проточная цитометрия, моноциты, пародонтит, CD14, CD16
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Abstract. Periodontitis is a chronic infectious inflammatory disease, being the most common bone disease 
in humans. Porphyromonas gingivalis bacteria are quite common in periodontal lesions, thus considered among 
major causal agents of periodontitis. Monocytes play a crucial role in development of the infectious events 
and subsequent inflammation. The aim of this study was to investigate appropriate changes of the monocyte 
subpopulations, as well as to assess relationships between expression of CD14, CD16, CD45RA, HLA-DR on 
the monocyte surfaces in the patients with periodontitis.

It was demonstrated that periodontitis is accompanied by increased counts of pro-inflammatory monocytes. 
These changes are characterized by decreased expression of CD14, along with occurence of CD16 marker. 
Concomitant activation of the monocytes is reflected by CD45RA expression. However, in spite of significant 
increase in CD14lowCD16+HLA-DR+ cell counts observed in patients with periodontitis, these monocyte 
populations are not likely to play a significant role in development of a specific immune response and suppression 
of periodontitis. (Med. Immunol., 2014, vol. 16, N 2, pp 165-172)
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Введение
Заболевания пародонта (пародонтиты) от-

личаются гетерогенной этиологией, включают 
сложную по составу поддесневую биопленку, со-
циальные и поведенческие аспекты, а также гене-
тические особенности организма. Porphyromonas 
gingivalis (Pg) часто встречается при поражении 
пародонта и считается основным этиологиче-
ским агентом пародонтита [2]. В результате со-
зревания и изменения биопленки, в основном 
за счет увеличения числа факультативных ана-
эробных грамотрицательных микроорганизмов 
[11], в пародонте происходят васкулярные изме-
нения, сопряженные с экссудацией и миграцией 
фагоцитов, включая нейтрофилы, моноциты, ма-
крофаги, в соединительный эпителий и десневую 
борозду, что приводит к первичному воспалению 
десневой ткани. В свою очередь моноциты игра-
ют важную роль при развитии инфекционного 
процесса и последующем воспалении. Одним 
из основных маркеров моноцитов является CD14 
[14]. Существующие данные позволяют выделить 
две фенотипически различные субпопуляции 
моноцитов, имеющие различные характеристи-
ки рецепторов поверхности – CD14bright и CD14low. 
Эти субпопуляции различаются и по своим 
функциональным свойствам. Так, CD141owCD16+ 
моноциты имеют более низкую продукцию TNF, 
IL-1 и IL-6 и включают в себя более зрелые клет-
ки [13]. С другой стороны, активация монону-
клеарных клеток периферической крови in vitro 
вызывает экспрессию CD45RA на моноцитах [4]. 
Таким образом, экспрессия CD45RA может быть 
использована в качестве маркера активации мо-
ноцитов in vivo [10], а исследование экспрессии 
CD45RA на моноцитах может помочь выявить 
активацию циркулирующих моноцитов при па-
родонтите. Подобная активация моноцитов мо-
жет привести к образованию провоспалительных 
моноцитов [5] с последующей дифференциров-
кой в дендритные клетки [9]. В свою очередь на-
личие дендритных клеток является необходимым 
условием для развития иммунного ответа.

Целью настоящего исследования было изучить 
изменение субпопуляционного состава моно-
цитов и взаимосвязь экспрессии CD14, CD16, 
CD45RA, HLA-DR антигенов на их поверхности 
при пародонтите.

Материалы и методы
Исследование проводили на двух группах: 

условно здоровых донорах (контрольная груп-

па) и пациентах с пародонтитом. Группа услов-
но здоровых доноров состояла из лиц в возрасте 
от 28 до 40 лет. Группа пациентов с пародонти-
том состояла из 10 лиц в возрасте от 34 до 60 лет.  
Объектом исследования служила перифериче-
ская кровь. 

Абсолютное и относительное количество 
моноцитов периферической крови проводили 
на гематологическом анализаторе UniCel® DxH™ 
800 (Beckman Coulter, США).

В данном исследовании использовали сле-
дующую панель моноклональных антител, ко-
ньюгированных с различными флуорохромами: 
CD14-PE, CD16-PC5, CD45-FITC, CD45R0-
ECD, CD45RA-PE, (HLA-DR)-ECD (все 
Beckman Coulter, США). Окраску клеток пери-
ферической крови человека для многоцветного 
анализа проводили в соответствии с рекоменда-
циями производителя. Лизис эритроцитов про-
водили по безотмывочной технологии с исполь-
зованием станции пробоподготовки TQ-Prep 
(Beckman Coulter, США). Протокол для цито-
флюориметрического анализа с выбором зоны 
анализа для моноцитов по CD45 и морфологи-
ческим параметрам готовили, как описано в [1]. 
Анализ окрашенных клеток проводили на про-
точном цитофлюориметре Navios (Beckman 
Coulter, США). В каждой пробе анализировали 
не менее 5 × 103 моноцитов. 

Математическую обработку данных проводи-
ли при помощи программы Kaluza v.1.2 (Beckman 
Coulter, США). Статистическую обработку дан-
ных проводили при помощи программного обе-
спечения Statistica 6.1 (StatSoft).

Результаты
Гематологический анализ периферической 

крови показал, что абсолютное и относительное 
содержание моноцитов в контрольной группе со-
ставляло 0,40±0,10 × 109 клеток/л и 7,65±1,10%. 
В свою очередь у пациентов с пародонтитом 
эти показатели составляли, соответственно, 
0,18±0,05 × 109 клеток/л и 6,75±0,90%, что было 
несколько ниже, чем у контрольной группы, но 
укладыволось в диапазон допустимых значений 
для моноцитов.

Использование четырехцветной проточной 
цитофлюориметрии позволило проследить из-
менения субпопуляционного состава моноцитов 
у пациентов с пародонтитом и сравнить их с та-
ковыми у условно здоровых доноров. Как вид-
но из рисунка 1, у условно здоровых доноров 
количество провоспалительных моноцитов 
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(CD14lowCD16+) составляло 8,06±2,50% от всех 
моноцитов. Тогда как у пациентов с пародонти-
том оно возрастало до 21,36±6,70%. Аналогичная 
картина наблюдалась и в случае анализа экспрес-
сии CD45RA на моноцитах в тех же группах – 
17,86±2,20% и 33,82±4,5% соответственно.

Анализ направления дифференцировки про-
воспалительных моноцитов был осуществлен 
по следующему разработанному алгоритму. По-
сле получения результатов их подвергали мате-
матической обработке в программе Kaluza v. 1.2, 
используя алгоритм, изображенный на рисун-
ке 2. В гистограмму распределнния CD14 про-
тив CD16 вводили 5 дополнительных зон (рис. 2,  
зоны H, U, T, S, R) и создавали 5 отдельных до-
полнительных гистограмм распределения CD16 
против HLA-DR. В каждую из дополнитель-
ных гистограм вводили логическое ограниче-
ние исключительно по одной из созданных зон. 
В данных гистограммах определяли медиану 
интенсивности флюоресценции (MFI), отра-
жающую плотность экспрессии исследуемых 
антигенов. Результаты представлены в таблице 
1. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что дифференцировка CD14bright моноцитов 
в CD14lowCD16+HLA-DR+ протекает двумя па-
ралельными путями. Так, в случае CD14 и CD16 
первоначально идет только медленное возраста-
ние экспрессии CD16, а затем резкое уменьше-
ние экспрессии CD14 с возрастанием экспрессии 
CD16. Паралельно с возрастанием экспрессии 
CD16 возрастает и количество HLA-DR. Однако 
при достижении максимума экспрессии CD16 на-
чинается резкое снижение экспрессии HLA-DR,  
но не CD16 (рис. 3А, Б). 

Обсуждение
Для инициации адаптивного иммунного отве-

та одним из важнейших шагов является актива-
ция наивных Т-клеток за счет профессиональных 
антиген-представляющих клеток. В свою очередь 
эта активация Т-клеток приводит к пролифера-

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЕ MFI CD14, CD16 И HLA-DR ПРИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ МОНОЦИТОВ

Мар-
керы 

моноци-
тов

MFI в зонах анализа клеток

Зона H Зона U Зона T Зона S Зона R

Контроль Пародон-
тит Контроль Пародон-

тит Контроль Пародон-
тит Контроль Пародон-

тит Контроль Пародон-
тит

CD14 17,4±1,9 15,7±5,4 18,5±2,1 16,8±5,4 14,9±2,5 16,0±5,8 9,3±0,9 10,3±2,2 2,2±0,5 2,0±0,6

CD16 0.12±0,04 0,12±0,08 0.6±0,05 0,6±0,13 3.0±0,2 2,9±0,2 11,3±2,7 12,6±2,3 14,4±5,4 18,9±4,5

HLA-DR 5,8±1,3 6,2±3,2 10,1±3,8 9,8±3,9 21,8±4,6 15,8±6,9 18,6±3,7 15,5±7,1 10,5±3,6 8,0±4,2

Примечание. Зоны анализа представлены на рисунке 2.

Рисунок 2. Алгоритм для определения направления 
дифференцировки CD14bright моноцитов 
в CD14lowCD16+HLA-DR+ дендритные клетки

CD
16

-P
C5

CD14-PE

CD16-PС5

0
-1

1
0

100

101

101

102

102

100

101

102

103

100

101

102

103

100

101

102

103

100

101

102

103

100

101

102

103

100 101 102 103

103

103

HL
A-

DR
-E

CD

S

S

R

R

T T

U

U

H

H

Рисунок 1. Изменение количества позитивных 
CD14lowCD16+ и CD45RA+ моноцитов у пациентов 
с пародонтите (Б) по сравнению с контрольной группой (А)
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Рисунок 3. Дифференцировка CD14bright моноцитов в CD14lowCD16+HLA-DR+ дендритные клетки
Примечание. Стрелки показывают направление дифференцировки.
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ции и дифференцировке их потомства в эффек-
торные Т-клетки. В состав профессиональных 
антиген-представляющих клеток включают мо-
ноциты/макрофаги и дендритные клетки. При 
развитии противоинфекционного иммунного от-
вета каждая из этих популяций имеет свои соб-
ственные, присущие только ей функции. Макро-
фаги эффективно поглощают корпускулярные 
антигены, что вызывает у них повышение экс-
прессии антигенов главного комплекса гисто-
совместимости класса II (HLA-DR) и усиливает 
их ко-стимулирующую активность. Дендритные 
клетки конститутивно экспрессируют молекулы 
главного комплекса гистосовместимости класса 
II и обладают ко-стимулирующей активностью. 
Они могут захватывать антиген в процессе ма-
кропиноцитоза и обладают способностью специ-
ализированно представлять патогены, которые 
не вызывают активацию моноцитов/макрофагов.

Моноциты играют одну из ключевых ролей 
при различных инфекциях и последующем вос-
палении. В зависимости от фенотипа и функций 
данная популяция клеток изначально была раз-
делена на две основные субпопуляции, а именно 
на CD14brightCD16- и CD14lowCD16+. Субпопуляция 
моноцитов, экспрессирующая CD14lowCD16+, 
была названа провоспалительной, за счет более 
высокой секреции провоспалительных цитоки-
нов. Так, наблюдалось значительное повышение 
продукции TNF и IL-12 при снижении продук-
ции IL-1 и IL-10 [16]. Как правило, большинство 
моноцитов не содержат на своей мембране CD16, 
но экспрессируют высокий уровень CD14. Одна-
ко CD14lowCD16+ моноциты составляют до 10% 
от всех моноцитов у здоровых взрослых индиви-
дов [15], а при воспалительных заболеваниях, на-

пример при сепсисе [7], их доля может возрастать 

до 40%. 

Описанные в литературе исследования 

эффектов липополисахаридов, полученных 

из Porphyromonas gingivalis (ЛПС Pg), на пери-

ферические моноциты человека показали, что 

в присутствии IL-4, GM-CSF и ЛПС Pg моноциты 

изменяли экспрессию CD14 и CD16. Следует от-

метить, что ЛПС Pg преимущественно индуциро-

вал секрецию растворимой формы CD14, но вы-

зывал экспрессию CD16 на мембране моноцитов. 

В данном исследовании также наблюдалось зна-

чительное увеличение количества CD14lowCD16+ 

моноцитов у пациентов с пародонтитом по срав-

нению с контрольной группой (рис. 1). 

Помимо CD14 и CD16 моноциты экспрес-

сируют CD45, представляющий собой глико-

протеин клеточной поверхности, обладающий 

тирозинфосфатазной активностью. Изоформы 

CD45, экспрессируемые на ограниченной груп-

пе клеток, получили наименование CD45R. 

CD45RA является самой высокомолекулярной 

изоформой и имеет молекулярную массу 220 kD 

[12]. Напротив, изоформа CD45R0 имеет самую 

низкую молекулярную массу (180 kD), но именно 

она в основном экспрессируется на моноцитах 

периферической крови [8]. Имеются данные, что 

активация мононуклеарных клеток перифериче-

ской крови in vitro сопровождается повышением 

экспрессии CD45RA на моноцитах [4]. Таким об-

разом, экспрессия CD45RA может быть исполь-

зована в качестве маркера активации моноцитов 

in vivo [10], а исследование экспрессии CD45RA 

на моноцитах может помочь выявить активацию 

циркулирующих моноцитов при пародонтите.
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Проведенный в данном исследовании анализ 
экспрессии CD45RA, ассоциированной с акти-
вацией моноцитов, выявил повышение ее у всех 
пациентов с пародонтитом (рис. 1 и рис. 4Б) 
по сравнению с контрольной группой (рис. 1 
и рис. 4А), а доли CD14lowCD16+ моноцитов 
и CD45RA+ моноцитов были сопоставимы. Эти 
данные позволяют предположить, что CD45RA+ 
моноциты представляют собой активированную 
субпопуляцию CD14lowCD16+ моноцитов.

В свою очередь для реализации эффекторных 
функций T-хелперов необходимо их взаимодей-
ствие с профессиональными, представляющими 
антиген клетками, такими как дендритные клет-
ки [6]. По сравнению с CD14bright моноцитами, 
субпопуляция CD14lowCD16+ может дифферен-
цироваться в дендритные клетки (ДК), которые 
продуцируют меньшее количество цитокинов, но 
имеют более высокую фагоцитарную и окисли-
тельную активность [3, 9]. Одним из маркеров ДК 
являются антигены главного комплекса гисто-
совместимости класса II – HLA-DR антигены. 

Анализ экспрессии HLA-DR антигенов 
на CD14lowCD16+ моноцитах показал, что воз-
растание количества CD14lowCD16+ моноцитов 
у пациентов с пародонтитом сопровождалось по-
вышением экспрессии HLA-DR антигенов теми 
же самыми клетками (рис. 4). Правомерно было 
ожидать усиления презентации антигена и актив-
ного развития иммунного ответа, но у исследуе-
мых пациентов этого не происходило.

Аналогичные результаты были получены при 
стимулировании ДК LPS Pg, бактерии, которая 
считается основным этиологическим агентом 
пародонтита. Хотя LPS Pg вызывал повышение 

экспрессии HLA-DR, но это не повышало спо-
собность этих клеток к презентации антигенов. 
Эти ДК были способны к презентации антигена, 
но не в состоянии эффективно стимулировать 
Т-клетки из-за отсутствия стимулирующих мо-
лекул. Существующие данные об ограниченной 
возможности Pg LPS-стимулированных ДК к ин-
дукции аллогенного Т-клеточного ответа также 
подтверждают данный факт. Кроме того, слабая 
продукция цитокинов при стимуляции Pg LPS 
также может быть ответственна за это, поскольку 
цитокины играют важную роль в способности ДК 
инициировать иммунный ответ [3]. Это несоот-
ветствие может быть частично объяснено слабой 
экспрессией костимулирующих молекул. Так, из 
таблицы 1 видно, что плотность экспрессии 
HLA-DR на CD14lowCD16+ моноцитах от паци-
ентов с пародонтитом ниже, чем такие же клетки 
у условно здоровых доноров. Причем изменения 
плотности экспрессии CD14 и CD16 при диффе-
ренцировке моноцитов из CD14bright в CD14low со-
поставимы.

Все приведенное выше позволяет предполо-
жить, что LPS Pg нарушает полное созревание ДК, 
хотя индуцирует образование CD14lowCD16+ суб-
популяции. Эта уникальная способность LPS Pg 
может объяснить способность Porphyromonas 
gingivalis уклоняться от иммунной системы [9]. 
Возможно, ДК, происходящие из CD14lowCD16+ 
моноцитов, способствуют сохранению хрони-
ческого воспаления при пародонтите, так как 
они не могут эффективно координировать анти-
бактериальную защиту. Это наводит на мысль, 
что в течение пародонтопатогенной бактериаль-
ной инфекции происходит раннее образование 

Рисунок 4. Изменение экспрессии CD45R0 и CD45RA на моноцитах периферической крови у условно здорового 
донора (А) и у пациента с пародонтитом (Б) 
Примечание. Приведены гистограммы одного из типичных экспериментов.
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