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АКТИВАЦИЯ ГЕНОВ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ ИММУНИТЕТА: 
РАЗЛИЧНАЯ ИНДИВИДУАЛЬНАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ 
КЛЕТОК КРОВИ ЧЕЛОВЕКА К ПРЕПАРАТАМ 
ИНТЕРФЕРОНОВ И ИНДУКТОРОВ IFN 

Соколова Т.М.1, Шувалов А.Н.1, Шаповал И.М.1, Соколова З.А.2, 
Ершов Ф.И.1¹

1 ФГБУ «ФНИЦ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи» МЗ PФ, Москва, Россия  
2 ФГБНУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина», Москва, Россия

Резюме. Исследовали дозовые эффекты препаратов Генфаксон (бета1-IFN), Циклоферон и Имму-
номакс (индукторы IFN) на экспрессию 6 генов сигнальных путей иммунитета (TLR3, TLR4, RIG1, 
IRF3, IPS, B2M) в клетках крови 3-х разных людей методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Обнару-
жено, что доноры имеют различную чувствительность к исследованным препаратам, возможно, обу-
словленную конститутивными уровнями активности генов TLR3 и TLR4 и связанную с их иммунной 
патологией. Генфаксон в дозе 104 МЕ давал сильную стимуляцию экспрессии генов TLR3, TLR4, IRF3 
и B2M у двух людей, Иммуномакс в дозе 0,5 единиц имел такие же эффекты только у одного мужчи-
ны (с инфекцией вирусом Эпштейна–Барр). Циклоферон стимулировал генную экспрессию значи-
тельно слабее у всех доноров. Мы показали обратную корреляцию чувствительности клеток человека 
к препарату Иммуномакс от конститутивных уровней активности TLR3 и TLR4 генов. Стимули-
рующие эффекты Иммуномакса были максимальными у человека с очень низкими TLR3/4 генными 
уровнями. Иммуномакс стимулировал гены нескольких сигнальных путей, включая TLR3, TLR4, но 
RIG1/IPS генные пути были активированы сильнее. Циклоферон индуцировал генную транскрип-
цию факторов IRF3 и B2M лучше, чем TLR3, TLR4. Таким образом, наши данные подтверждают 
IFN-индуцирующие свойства препаратов Генфаксон, Иммуномакс и Циклоферон в клетках крови 
человека. Тестирование экспрессии генов сигнальных путей иммунитета методом ОТ-ПЦР в реаль-
ном времени позволит быстро и с высокой специфичностью оценивать активности препаратов IFN 
и индукторов IFN без использования биологического метода клеточных культур. 

Ключевые слова: индукторы-IFN, сигнальные иммунные гены, клетки крови
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ACTIVATION OF GENES CONTROLLING THE IMMUNE 
SIGNALING PATHWAYS: DIFFERENTIAL INDIVIDUAL 
SENSITIVITY OF HUMAN BLOOD CELLS FOR INTERFERON 
PREPARATIONS AND IFN INDUCERS

Sokolova T.M.a,, Shuvalov A.N.a, Shapoval I.M.a, Sokolova Z.A.b, 
Ershov F.I.a 
a FSBI "N.F. Gamaleya Federal Reseach Centre for Epidemiology and Microbiology, Russian Ministry of Health Care", 
Moscow, Russian Federation  
b FSBSI "N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center", Moscow, Russian Federation

Abstract. We have studied dose effects of several Interferon (IFN) inducers, i.e., Genfaxon (beta-1 
IFN), Cycloferon and Immunomax upon expression of six genes controlling the signaling in immune 
pathways (TLR3, TLR4, RIG1, IRF3, IPS, B2M), by means of real-time RT-PCR, being tested with 
blood cells from three humans. It is revealed that individual cell samples showed different sensitivity 
to these drugs, probably, due to constitutive levels of TLR3 and TLR4 gene expression and possible 
connections with their immune pathology. Genfaxon at a dose of 104 ME produced potent stimulation 
of TLR3, TLR4, IRF3 and B2M genes in two persons. Immunomax, at a dose 0,5 unit, exhibited same 
effect in one case only (with Epstein-Barr virus infection). Cycloferon stimulated gene expression at 
much lower levels than Genfaxon in any cases. We have shown a reverse correlation between sensitivity 
of the cells to Immunomax, and constitutive TLR3 and TLR4 expression. The stimulatory effects of 
Immunomax were maximal in a person with very low TLR3/4 gene expression. Immunomax boosted the 
genes from several signaling pathways, including TLR3, TLR4, but genes of RIG/IPS pathway showed 
higher activation. Cycloferon induced gene transcription of IRF3 and B2M-receptor to higher degree, 
than expression of TLR3 and TLR4 genes. Hence, our data concerning Genfaxon, Immunomax and 
Cycloferon confirm their IFN-inducing effects upon human blood cells. The RT-PCR-based evaluation 
of gene expression related to signaling immune pathways in blood cell populations will enable rapid 
and highly specific quantitation of IFN and IFN-inducer drugs activities, thus avoiding their biological 
testing in long-term cell cultures.

Keywords: IFN-inducers, immune signaling genes, blood cells

Введение
Сигнальные реакции иммунного ответа начи-

наются с рецепторов врожденного иммунитета, 
расположенных на мембране, в эндосомах кле-
ток (TLRs) и локализованных в цитоплазме RLRs 
и NRLs [8, 23, 24]. Интерфероны (IFN) типа 
I стимулируют экспрессию TLRs рецепторов 
[25, 29]. Эндосомальный рецептор TLR3 узнает 
двуспиральные РНК (дсРНК) и играет важную 
роль в антивирусной защите клеток от вирусов. 
Мембранный рецептор TLR4 реагирует на ли-
пополисахариды бактерий, глюкозаминоглика-
ны и компоненты оболочки вирусов. Адаптором 
TLR3 является белок TRIF, передающий сигнал 
на гены IFN типа 1. В TLR4 сигнальных путях 

участвует белок MyD88, но также может быть 
включен и белок TRIF [16]. Рецептор RIG1 уз-
нает в цитоплазме короткие дсРНК и 5’-фос-
форилированые РНК (5’-рррРНК) и передает 
сигнал на митохондриальный адапторный белок 
IPS (также известный как MAVS и VISA). Таким 
образом, сигнальные TLR3/4 и RIG1 пути имеют 
общий результирующий этап – активация фак-
тора транскрипции IRF3 и его взаимодействие 
с промотором гена бета-IFN [24]. Образовавший-
ся IFN индуцирует каскад STAT1/2-IRF9 сигна-
лов активации множества IFN-зависимых генов 
[27, 28]. Cреди них группа иммунорегуляторных 
цитокинов и бета-2-микроглобулин (В2М) – 
корецептор активированных Т-лимфоцитов. 
В комплексе с белками главного комплекса ги-
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стосовместимости В2М обеспечивает специфи-
ческое узнавание антигенов и усиливает синтез 
специфических антител (гуморальный ответ 
В-лимфоцитов) [21, 22].

Индивидуальная чувствительность к препа-
ратам IFN и их индукторам представляет серьез-
ную медицинскую проблему. Причины различий 
в индивидуальном ответе людей на лекарства 
в большинстве случаев остаются неизвестными. 
Исследованные нами фармпрепараты Генфак-
сон (бета1-IFN), Иммуномакс и Циклоферон 
широко применяются как антивирусные и анти-
бактериальные и иммунокоррегирующие пре-
параты [2, 6, 7]. Лечебное действие Генфаксона 
на аутоиммунные процессы объясняют антипро-
лиферативной активностью высоких доз реком-
бинантного бета1-IFN и индукцией экспрессии 
TLR7 в дендритных клетках [19, 20]. Циклоферон 
(метилглюкаминовая соль акриданона) является 
известным индуктором IFN с широким спектром 
нозологического применения [7]. Механизм его 
антивирусного, антибактериального и иммуно-
модулирующего действия активно изучается, но 
во многом остается непонятным [30, 31]. На ос-
нове ряда полученных производных акридано-
на создаются эффективные противоопухолевые 
препараты [3, 18]. По нашим данным, Циклофе-
рон индуцирует транскрипцию мРНК IFN типа 1 
в клетках крови человека и является регуляторов 
апоптоза [9, 11, 12]. Иммуномакс (растительный 
пептидогликан) сочетает иммуномодулирующие 
и IFN-индуцирующие свойства в клетках челове-
ка [1, 14].

Для сравнения сигнальных путей действия 
бета-1IFN «Генфаксона», иммунодулятора «Им-
муномакс» и IFN-индуктора «Циклоферона» 
в клетках крови 3-х разных людей впервые про-
веден количественный анализ экспрессии 6-ти 
генов (TLR3, TLR4, RIG1, IPS, IRF3 и B2M) ме-
тодом количественной ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени. 

Материалы и методы
Препараты. Генфаксон – рекомбинант-

ный бета-1а-IFN (производитель Laboratorio 
TUTEUR S.A.C.I.F.I.A), выпускается в шпри-
цах 0,5 мл (44 мкг) с активностью 12 млн МЕ.  
Иммуномакс (Иммафарма, Москва) по химиче-
ской природе является кислым пептидогликаном 
с молекулярной массой 1000-40000 kDа. По дан-
ным производителя, препарат выделен из расте-
ний и очищен хроматографическими методами, 

содержит 200 ЕД активного вещества, предназна-
чен для внутримышечного введения. Циклофе-
рон – N-метилглюкаминовая соль акридонуксус-
ной кислоты, 12,5% водный раствор («Полисан» 
НТФФ). 

Постановка опытов на клетках крови человека. 
Венозная кровь была взята у 3-х разных людей: 
мужчина 27 лет, носитель вируса Эпштейна–
Барр (донор 1); женщина 65 лет с онкологи-
ческим заболеванием 1 стадии (донор 2); жен-
щина 53 лет с сердечно-сосудистой патологией 
(донор 3). 5 мл свежей крови разводили в 15 мл 
питательной среде RPMI-1640 с глютамином, 
содержащей 10% сыворотки телят и антибио-
тик гентамицин. Разведенную кровь разливали 
по 1 мл в культуральные стерильные пробирки 
с герметичными пробками. К ней добавляли при-
готовленные разведения препаратов по 10 мкл. 
Исследованные дозы Генфаксона составили 105, 
104 и 103 МЕ/мл, Иммуномакса – 5 и 0,5 ед/ мл, 
Циклоферона – 600 и 125 мкг/мл. Выбор ис-
следованных доз Циклоферона и Иммуномакса 
сделан исходя из ранее полученных нами данных 
об их IFN-индуцирующих свойствах в клетках 
крови человека [9, 12, 14]. Дозы Иммуномак-
са не вызывали видимых изменений клеточной 
морфологии и проницаемости (окраска трипа-
новым синим). Инкубацию клеток крови с пре-
паратами проводили 20 ч при 37° С в термостате, 
затем клетки осаждали при 1000 об/ мин на цен-
трифуге. Осадки клеток лизировали в 0,8 мл 
реагента Purzol (Bio-Rad, США), согласно ин-
струкции, и использовали для выделения РНК 
и анализа экспрессии генов методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени.

Действие Циклоферона в клетках линии Jurkat 
(Т-клеточный лимфобластоидный лейкоз) по-
лучено из РОНЦ им. Н.Н. Блохина. К суспен-
зионной культуре с плотностью 106 клеток/мл 
в питательной среде RPMI-1640 с глютамином, 
содержащей 10% сыворотки телят и антибиотик 
гентамицин, добавляли разные дозы препарата 
на 2 ч при 37 °С. Конечные концентрации Ци-
клоферона варьировали от 2500 до 78 мкг/мл. 
Затем клетки осаждали центрифугированием 
и отмывали от препаратов и продолжали инкуба-
цию в свежей питательной среде 24 ч при 37 °С. 
Из осадков клеток выделяли РНК, как описано 
выше для клеток крови, и определяли экспрес-
сию генов «домашнего хозяйства» и генов альфа-
IFN.

ОТ-ПЦР в реальном времени. Подробное опи-
сание процедуры выделения РНК, обработки 
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препарата ДНК-зой, получения кДНК и прове-

дения количественного ПЦР-анализа на прибо-

ре CFX-96 (Bio-Rad, США) приведено в нашей 

более ранней публикации [12]. Структура олиго-

нуклеотидных праймеров, рассчитанных нами, 

представлена в таблице 1. Праймеры генов «до-

машнего хозяйства» (18S рибосомальной РНК, 

глицеральфосфатдегидрогеназы ГФДГ, бета-ак-

тина и бета-2-микроглобулина), а также консер-

вативные для генов альфа-IFN опубликованы 

[10, 12]. Все праймеры были синтезированы фир-

мой Синтол (Россия). Полученный ПЦР-продукт 

соответствовал расчетному по Т-плавления 

и подвижности в агарозном геле. Относитель-

ная оценка экспрессии генов (дельта Cq) сдела-

на в программе CFX Manager «Gene expression 
analysis» в автоматическом режиме. 

Цитотоксичность препарата Циклоферон ис-
следована в реакции МТТ на клетках адено-
карциномы толстого кишечника SW620 (ATTC 
CCL-227, РОНЦ им. Н.Н. Блохина) согласно 
описанной методике [5] (табл. 2). Контакт клеток 
с разными дозами препарата составлял 48 ч при 
37 °С, варианты опыта и контроля (без препара-
та) исследовали в 16 лунках 96-луночного плато. 
За 5 ч до окончания инкубации в лунки вноси-
ли по 20 мкл раствора МТТ (Sigma, Chemical Co, 
США). Супернатант удаляли и в каждую лунку 
добавляли по 200 мкл ДМСО, растворителя кри-
сталлов формазана на 10 мин при 37 °С, после 
чего измеряли оптическую плотность раство-

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРА ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ ПЦР-ПРАЙМЕРОВ

Ген/мРНК Последовательность нуклеотидов
5’-------------------3’

Размер ПЦР 
продукта

н.п.* 

TLR3 П – AGT GCC GTC TAT TTG CCA CA 
О – GCA TCC CAA AGG GCA AAA GG 149 

TLR4 П – GTC AGA CGG TGA TAG CGA GC 
О – TTA GGA ACC ACC TCC ACG CA 177

RIG1 CCA GAG AAC CAG TTG GGC TT
TCT CCA CCA TCT CTG GAC ACC 163 

IRF3  П – CTG GGG CCC TTC ATT GTA GA
 О – GTA GGC CTT GTA CTG GTC GG 270 

IPS1 GCA AGA GAC CAG GAT CGA CT
TCC GCG AGA TCA ACT AGC TC 152 

Примечание. * – нуклеотидные пары.

 ТАБЛИЦА 2. ДЕЙСТВИЕ ЦИКЛОФЕРОНА НА КЛЕТОЧНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ 

Метод тестирования
Дозы Циклоферона мкг/мл

2500 1250 625 312 156 78 контроль

ОТ-ПЦР Cq* (SD) Экспрессия генов в клетках Jurkat

18S рибРНК 23 21 20 18 17 17 18

ГАФДГ 21 19 17 14 13 13 14

В2М 32 30 29 24 24 24 25

альфа-IFN 38 37 35 34 33 34 32

MTT Цитотоксичность в культуре клеток SW620 48 часов

ОЕ** 540 нм 0,8 1,1 1,2 1,4 1,4 1,4 1,4

Примечание. *Сq – пороговые циклы амплификации, целые средние значения 3-х повторных измерений, SD – 
стандартные отклонения Cq в пределах 0,1-0,2; ** – ОЕ – оптическая плотность, средние значения 16 повторных 
измерений.
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Рисунок 1. Экспрессия генов TLR3 и TLR4 в клетках крови человека, индуцированная препаратами Генфаксон (А), 
Циклоферон (Б) и Иммуномакс (В)
Примечание. По оси абсцисс: 1 – донор мужчина 27 лет, носитель вируса Эпштейна–Барр; 2 – донор женщина 65 лет с онкологическим 
заболеванием; 3 – донор женщина 53 лет с сердечно-сосудистой патологией. По оси ординат – кратность стимуляции транскрипции 
(дельта-Cq) относительно контроля, принятого равным 1. Столбики черные: Генфаксон 105 МЕ/мл, Циклоферон 600 мкг/мл, Иммуномакс 
5 ед/мл; столбики серые: Генфаксон 104 МЕ/мл, Циклоферон 125 мкг/мл, Имууномакс 0,5 ед/мл; столбики белые – Генфаксон 103 МЕ/мл.

ра на анализаторе иммуноферментных реакций 
«Униплан» АИФР-01 (Россия). Вычисляли сред-
ние значения ОЕ при 540 нм. Опухолевые клетки 
считали чувствительными к Циклоферону, если 
наблюдалось достоверное снижение значений 
средних значений ОЕ в опыте относительно кон-
троля клеток (без добавления препарата). 

Статистическая обработка. Данные ОТ-ПЦР 
в реальном времени получены с 3-мя повторны-
ми образцами кДНК и представлены как сред-
ние значения дельта-Cq со стандартными от-
клонениями (SD). Величины SD не превышали 
10% от значений средних. Значимость разли-
чий между образцами оценена по t-критерию 
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Стьюдента при р < 0,05 в программе «Statistica 
6.0». 

Результаты
Сравнили действие 3-х препаратов Генфак-

сон, Циклоферон и Иммуномакс на транскрип-
цию генов сигнальных путей иммунитета TLR3, 
TLR4, IRF3, В2М, RIG1 и IPS в клетках крови 
людей разного возраста (доноров) с различной 
патологией. Данные суммированы и представле-
ны на рисунках 1-4 в виде кратности стимуляции 
экспрессии генов у доноров 1, 2 и 3 относительно 
контроля, принятого равным 1.

На рисунке 1 (А, Б, В) показано действие пре-
паратов на экспрессию генов TLR3 и TLR4 в клет-
ках крови 3-х доноров. Высокая доза Генфаксона 
(IFN 105 МЕ/мл) ингибировала конститутивную 
активность TLR4 гена у мужчины (донор 1), но 
давала 100-кратный рост генной транскрипции 
у женщины с онкологическим заболеванием (до-
нор 2). При этом у нее наблюдалась прямая до-
зовая зависимость стимулирующего эффекта 
Генфаксона на ген TLR3 (рис. 1А). Снижение 
концентрации Генфаксона до 104 МЕ/ мл в клет-
ках этих 2-х доноров оказывало на гены TLR3 
и TLR4 сильно выраженное стимулирующее 
действие. Вместе с тем, в клетках крови донора 
3 (женщина с сердечно-сосудистой патологией) 

Генфаксон проявлял на эти гены слабый стиму-
лирующий эффект. 

Стимулирующие эффекты Циклоферона 
на гены рецепторов TLR3 и TLR4 были низкими 
и варьировали от 2 до 4 раз (рис. 1Б). Они выяв-
лялись в клетках крови 3-х доноров избирательно 
в ответ на дозы 600 и 125 мкг/мл. При этом высо-
кие концентрации Циклоферона ингибировали 
конститутивную экспрессию гена TLR4. 

Действие Иммуномакса на гены рецепторов 
TLR3 и TLR4 было высокостимулирующим и из-
бирательным в клетках крови только донора 1 
(рис. 1В). Максимальный эффект наблюдался 
с низкой дозой препарата 0,5 ед/мл. Клетки кро-
ви доноров 2 и 3 либо не реагировали на Иммуно-
макс или уровни активации генов TLR3 и TLR4 
были низкими. 

Выявленные различия в действии препара-
тов на гены TLR3 и TLR4 у 3-х доноров могли 
быть обусловлены отличиями в исходных кон-
ститутивных уровнях генной активности. По-
роговые циклы (Cq) логарифмической фазы 
амплификации генов TLR3 и TLR4 у 3-х доно-
ров значительно варьировали (рис. 2А, Б). Наи-
большие значения Cq генов TLR3 и TLR4 были 
у донора 1, донор 2 имел средние показатели Cq 
и наименьшие значения Cq наблюдались у до-
нора 3. Это означает, что донор 1 имеет самые 
низкие уровни экспрессии генов TLR3 и TLR4, 

Рисунок 2. Сравнение конститутивных уровней активности генов TLR3 и TLR4 в клетках крови 3-х людей
Примечание. Кривые накопления ПЦР-продуктов в реальном времени. По оси абсцисс – циклы (Сq) и пики Т-плавления специфических 
амплификатов. По оси ординат – нарастание флуоресцентного сигнала. 1 – донор мужчина 27 лет, носитель вируса Эпштейна–Барр; 2 – 
донор женщина 65 лет с онкологическим заболеванием; 3 – донор женщина 53 лет с сердечно-сосудистой патологией. 
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а донор 3 – самые высокие. При этом, по данным 
плавления, у донора 1 отсутствовал специфиче-
ский амплификат гена TLR3 и, следовательно, 
конститутивный синтез мРНК TLR3 был не вы-
являемым, а у донора 2, по данным плавления, 
содержал дополнительные неспецифические ам-
плификаты (рис. 2А). Различия между донорами 
в конститутивных уровнях экспрессии для гена 
TLR4 составили 210 (рис. 2Б). Следует отметить, 
что ген TLR4, по сравнению с геном TLR3, 

в клетках крови всех доноров имел более высо-
кие конститутивные уровни экспрессии (средние 
значения TLR4 = Cq25 и TLR3 = Cq35). Мож-
но сделать вывод, что донор 1, с более низкими 
уровнями экспрессии генов TLR3 и TLR4, отли-
чается от доноров 2 и 3 более высокой индивиду-
альной чувствительностью к препаратам Генфак-
сон и Иммуномакс. Наоборот, донор 3, с более 
высокими конститутивными активностями этих 
генов, имеет низкую чувствительность к пре-

Рисунок 3. Экспрессия генов В2М и IRF3 в клетках крови человека, индуцированная препаратами Генфаксон (А), 
Циклоферон (Б) и Иммуномакс (В)
Примечание. Обозначения см. на рисунке 1.
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паратам IFN и их индукторов. По-видимому, 
в клетках крови существуют эндогенные меха-
низмы регуляции уровней транскрипционной 
активности генов – рецепторов врожденного им-
мунитета, которые пока остаются неизвестными. 

Дальнейший ПЦР-анализ действия препа-
ратов на экспрессию IFN-зависимых генов – 
фактора транскрипции IRF3 и В2М подтвердил 
описанные выше закономерности регуляции 
генов TLR3 и TLR4 в клетках крови 3-х доно-
ров (рис. 3А, Б, В). По-прежнему гены донора 1 
имели наибольшую чувствительность к препара-
там Генфаксон и Иммуномакс и гены донора 3 – 
минимальную. Гены донора 2 проявляли проме-
жуточную чувствительность к рекомбинантному 
бета1-IFN. Можно лишь предполагать, как на-
блюдаемые различия у 3-х случайных доноров 
связаны с имеющейся у них патологией (донор 1 
носитель вируса Эпштейна–Барр; донор 2 с он-
кологическим заболеванием 1 стадии; донор 3 
с нарушениями сердечно-сосудистой деятельно-
сти). Ответ на эти вопросы требует специальных 
исследований.

Мы провели дополнительное расширенное 
исследование влияния разных доз Циклоферона 
на клеточный метаболизм с помощью 2-х тестов: 
ОТ-ПЦР и МТТ (табл. 2). По данным 2-х видов 
анализов (экспрессия генов «домашнего хозяй-
ства» и альфа-IFN) и цитотоксичности на опу-
холевых клетках Jurkat и SW620 были получены 
одинаковые значения действующих концентра-

ций. Отличия в дозах Циклоферона от контроль-
ных значений наблюдались до концентрации 
312 мкг/мл. Следовательно, доза 125 мкг/мл, 
использованная нами и активирующая IFN-
зависимые гены IRF3 и B2M, не оказывает инги-
бирующего влияния на клеточный метаболизм. 
Важно отметить, что активирующее действие 
Циклоферона на гены IRF3 и B2M более зна-
чимое по сравнению с генами рецепторов TLR3 
и TLR4 (рис.1Б и рис. 2Б). Однако, по уровням 
генной индукции уступает эффектам Генфаксона 
(рис. 1А). Поэтому Циклоферон обладает свой-
ством индуцировать синтез IFN в клетках крови 
человека, но уступает по активности Генфаксону 
и Иммуномаксу.

Стимуляция Иммуномаксом генов IRF3 
и B2M в клетках крови была на высоком уровне 
только у донора 1. Специальный интерес пред-
ставляет выяснение роли RIG1/IPS сигнального 
пути в механизме действия этого препарата в свя-
зи данными об участии в нем мембранного TLR4 
[15]. Результаты действия Иммуномакса на экс-
прессию этих сигнальных генов представлены 
на рисунке 4. Видна сильная стимуляция уровней 
транскрипционной активности генов RIG1 и IPS 
в клетках крови донора 1, высокочувствительно-
го к препарату. С этим согласуются наши данные 
об Иммуномаксе как активаторе универсальных 
факторов транскрипции NF-kB и p53, а также ге-
нов IFN в клетках человека [14]. 

Рисунок 4. Экспрессия генов RIG1 и IPS в клетках крови, стимулированная препаратом Иммуномакс
Примечание. Донор 1 мужчины 27 лет, носитель вируса Эпштейна–Барр. По оси абсцисс название генов. Столбики черные – доза 
5 ед/мл , столбики серые – доза 0,5 ед/мл . По оси ординат – кратность стимуляции транскрипции (дельта-Cq) относительно контроля, 
принятого равным 1. 
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Обсуждение 
Исследованные препараты Генфаксон, Ци-

клоферон и Иммуномакс обладают выраженны-
ми клиническими эффектами, которые во мно-
гом связаны с их иммуномодулирующими 
и IFN-индуцирующими свойствами. В нашей 
работе показана способность исследованных 
препаратов стимулировать экспрессию генов 
сигнальных рецепторов иммунитета в клетках 
крови человека, что повышает их чувствитель-
ность к патогенам разной природы и вызывает 
более сильный иммунный ответ в организме. 
Тем не менее, степень выраженности защитного 
эффекта препаратов у отдельных людей варьи-
рует, и не всегда удается достичь ожидаемого 
позитивного результата. Как показано в данной 
работе, стимуляция препаратами экспрессии 
генов врожденного и адаптивного иммунитета 
в клетках крови разных доноров также отлича-
ется и не всегда наблюдается активный генный 
ответ. Возможно, различная чувствительность 
обусловлена значительными индивидуальными 
отличиями в конститутивных уровнях актив-
ности генов TLR3 и TLR4 в клетках крови 3-х 
доноров. Низкие конститутивные уровни экс-
прессии этих генов прямо коррелировали с их 
высокой чувствительностью к препаратам Ген-
факсон (бета1-IFN) и Иммуномакс (раститель-
ный пептидогликан). Подобная зависимость на-
блюдалась и для генов IRF3 и B2M. Стимуляция 
этих генов препаратами Генфаксон и Иммуно-
макс была выраженной. Препарат Циклоферон, 
в отличие от Генфаксона и Иммуномакса, вызы-
вал слабую стимуляцию генов TLR3, TLR4, IRF3 
и B2M в клетках крови 3-х доноров. До сих пор 
остается неизвестным, почему Циклоферон ин-
дуцирует IFN не во всех типах клеток. Показаны 
проникновение Циклоферона в человеческие 
лимфобластоидные клетки и их ядра, взаимо-
действие препарата с ДНК, индукция альфа-IFN 
и провоспалительных цитокинов [4]. Препарат 
оказывает прямое антивирусное действие на ре-
продукцию аденовируса [32] и вирусов герпеса 
[7]. Можно предположить, что взаимодействие 
солей акриданона с нуклеиновыми кислотами 
меняет их структуру. В результате они узнаются 
цитоплазматическими ДНК- и РНК-сенсорами 
(хеликазами RIG1, DAI и др.) как чужеродные 
структуры. Включается сигнальный механизм 
индукции синтеза IFN типа I и провоспали-
тельных цитокинов [8, 21, 24]. В зараженных 
вирусами клетках взаимодействие вирусных 

РНК и ДНК с Циклофероном может нарушать 
репликативную активность вируса и процесс 
сборки полноценных вирионов. Недавно по-
явилось сообщение о способности карбокси-
метилакриданона (CMA), подобно c-diGMP 
(cyclic diguanosine monophosphate) образуемо-
му бактериями, взаимодействовать с белком 
STING (стимулятор интерферонового гена) [17]. 
Включение СМА/STING сигнала синтеза IFN 
эффективно происходит в мышиных макрофа-
гах с участием комплекса TBK1/IRF3, но та-
кой механизм, по данным авторов, не работает 
в клетках человека. Наши исследования в клет-
ках крови человека показали слабые сигнальные 
реакции на Циклоферон генов мембранного 
рецептора TLR4 и эндосомального рецептора 
TLR3. Вместе с тем, Циклоферон заметно силь-
нее стимулировал гены фактора транскрипции 
IRF3 и ко-рецептора B2M. Поэтому механизм 
индукции им IFN в клетках человека работает, 
но он, более вероятно, зависим от цитоплазма-
тических ДНК- и РНК-сенсоров. Такой вывод 
согласуется с результатами масштабного опреде-
ления IFN-индуцирующей активности Цикло-
ферона у здоровых лиц [13] и нашими данными 
о стимуляции им генов бета1-IFN и альфа-IFN 
в клетках крови здорового донора [9].

Иммуномакс, наряду с генами мембранно-
го TLR4 и эндосомального TLR3 рецепторов, 
в большей степени индуцирует ген цитоплазма-
тического сенсора RIG1. По-видимому, для дей-
ствия Иммуномакса имеют значения дополни-
тельные цитоплазматические сигнальные пути 
индукции синтеза IFN с участием митохон-
дриального белка IPS и фактора транскрипции 
IRF3. Наши данные дополняют имеющуюся 
информацию относительно участия TLR4 в сиг-
нальном механизме действия Иммуномакса, 
полученную на клетках с делетированными ге-
нами [15]. Проведенные этими авторами иссле-
дования не затрагивали гены рецепторов TLR3 
и RIG1. 

Метод количественного ОТ-ПЦР тести-
рования экспрессии генов сигнальных реак-
ций иммунитета позволяет быстро и с высокой 
специфичностью оценить индивидуальную чув-
ствительность клеток к препаратам. Мы предла-
гаем более широко использовать этот молекуляр-
ный подход для оценки эффективности действия 
IFN-индуцирующих препаратов вместо затрат-
ных по времени и более трудоемких биологиче-
ских методов титрования в культурах клеток.
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ОПЫТ ИЗМЕРЕНИЯ ПАРАМЕТРОВ ИММУННОГО 
СТАТУСА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ШЕСТИЦВЕТНОГО 
ЦИТОФЛУОРИМЕТРИЧЕСКОГО АНАЛИЗА 
Кудрявцев И.В.1, 2, Субботовская А.И.3 
1 ФГБУ «Научно-исследовательский институт экспериментальной медицины» СЗО РАМН,  
Санкт-Петербург, Россия  
2 Дальневосточный федеральный университет, г. Владивосток, Россия  
3 ФГБУ «Новосибирский научно-исследовательский институт патологии кровообращения имени академика 
Е.Н. Мешалкина» МЗ РФ, г. Новосибирск, Россия

Резюме. В статье рассматриваются вопросы использования 6-цветного анализа для исследова-
ния параметров иммунного статуса методом проточной цитометрии. Цельная кровь условно здо-
ровых доноров окрашивалась комбинацией моноклональных антител HLA-DR-FITC, CD16+56-PE,  
CD4-ECD, CD19-ECD, CD8-PC5.5, CD3-PC7, CD45-APC (Beckman Coulter, США) по безотмывоч-
ной технологии. Для настройки напряжения ФЭУ проточного цитометра использовали пробирки, 
окрашенные каждым моноклональным антителом по отдельности, оптимальным считали напря-
жение при нахождении негативной популяции по центру первой декады логарифмической шкалы. 
Настройка компенсаций осуществлялась в автоматическом режиме программного обеспечения про-
точного цитометра Navios (Beckman Coulter, США). Также рассматривается оптимальная «стратегия 
гейтирования» для получения искомых популяций Т-клеток (CD3+CD19-), Т-хелперов (CD3+CD4+), 
цитотоксических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+), В-клеток (CD3-CD19+), NK-клеток (CD3-CD56+), 
NКТ-клеток (CD3+CD56+), активированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+).
Ключевые слова: проточная цитометрия, многоцветный анализ, иммунофенотипирование лимфоцитов

APPLICATION OF SIX-COLOR FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS 
FOR IMMUNE PROFILE MONITORING
Kudryavtsev I.V.a, b, Subbotovskaya A.I.c
a Research Institute of Experimental Medicine, North-West Branch of the Russian Academy of Medical Sciences, 
St. Petersburg, Russian Federation  
b Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation  
c E.N.Meshalkin Research Institute of Circulation Pathology, Russian Ministry of Health Care, Novosibirsk, Russian 
Federation

Abstract. The article deals with applications of six-color flow analysis for studying the immune state parameters 
by means of flow cytometry. Whole blood from healthy donors was stained with combination of monoclonal 
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Введение
В настоящее время метод проточной цито-

метрии широко применяется для анализа кле-
точного состава периферической крови. Суще-
ственными преимуществами данного метода 
перед микроскопией является высокая скорость 
и точность проводимых исследований, а также 
статистическая достоверность получаемых ре-
зультатов. Первые исследования, проведенные 
на проточных цитофлуориметрах с использо-
ванием препаратов моноклональных антител, 
датируются началом 70-х годов ХХ века, когда 
появились первые цитофлуориметры, оснащен-
ные аргоновыми и криптоновыми лазерами, что 
позволило одновременно детектировать краси-
тели, содержащие флуоресцеин и родамин [17]. 
Однако уже в начале 80-х годов с появлением 
твердотельных лазеров к спектру применяемых 
флуорохромов был добавлен абсолютно новый 
класс соединений – фикобилины [18]. К этой 
группе соединений относятся фикоэритрин (РЕ) 
и аллофикоцианин (АРС). Уже в конце 80-х го-
дов на основе РЕ были созданы новые краси-
тели, состоящие из двух соединенных вместе 
флуоресцентных молекул и получившие наи-
менование «тандемных» красителей. К их чис-
лу относятся PE-Texas Red, PE-Cy5, PE-Cy5.5, 
PE-Cy7 и некоторые другие [9]. Появление этих 
красителей позволило на приборах, оснащен-
ных только голубым лазером, анализировать 
до 5 флуоресцентных параметров одновременно. 
В 90-е годы появляются новые тандемные кра-
сители для красного лазера, синтезированные 
на основе АРС, и первые синтетические краси-
тели семейства Alexa Fluor [14]. Благодаря этому 
широкому кругу исследователей становится до-
ступным многоцветный анализ c использовани-
ем антител, конъюгированных с флуорохрома-
ми, для которых применяются лазеры с длинами 
волн 407, 488 и 595 нм [13], что позволяет, по-
мимо параметров прямого и бокового светорас-
сеяния, оценивать уровень связывания восьми 

антител в одной пробирке. Дальнейшее развитие 
технологий привело к появлению работ, в кото-
рых число одновременно оцениваемых параме-
тров флуоресценции достигло одиннадцати [7]. 
Следующим шагом стало изобретение красите-
лей на основе флуоресцентных полупроводни-
ковых нанокристаллов, или «квантовых точек» 
(Qdots или Quantum Dots), а также сравнительно 
недавно появившихся на рынке флуорохромов 
семейства Brilliant Violet™, первые упоминания 
о которых в литературе датируются началом 2012 
года [16]. Развитие приборной базы и появление 
широкого спектра новых синтетических флу-
оресцентных красителей привели к тому, что 
в научно-исследовательской практике появил-
ся 18-цветный анализ, позволяющий не только 
детально описать фенотип клеток интереса, но 
исследовать их функциональную активность – 
например, способность к пролиферации, син-
тезу различных цитокинов и экспрессии сра-
зу нескольких активационных маркеров [5, 6]. 
Именно подобного рода исследования в насто-
ящее время считаются апогеем развития про-
точной цитометрии, так как для дальнейшего 
развития необходимы принципиальные измене-
ния как в самих проточных цитофлуориметрах 
(например, развитие «масс-цитометрии»), так и 
в флуорохромах, применяемых для мечения мо-
ноклональных антител [4]. Вместе с тем, в нашей 
стране самыми распространенными остаются 
проточные цитофлуориметры, предназначенные 
для определения четырех, пяти или шести флуо-
ресцентных красителей одновременно. Именно 
поэтому целью данного исследования была разра-
ботка стандартных подходов для решения задачи 
по оценке иммунного статуса на одном из таких 
приборов. 

Материалы и методы
В рамках проведения данного исследования 

использовали периферическую кровь условно 
здоровых доноров, полученную путем пункции 
локтевой вены. 50 мкл цельной ЭДТА-стаби-

antibodies, i.e., HLA-DR-FITC, CD16+56-PE, CD4-ECD, CD19-ECD, CD8-PC5.5, CD3-PC7,  
CD45-APC (Beckman Coulter, USA) using a “no-wash” technology. To adjust the photomultiplier (PMT) 
voltage, we used the tubes with each of the tested monoclonal antibodies, PMT voltage was considered 
optimal when the negative population was located in the middle of the first decade at the logarithmic scale. 
The compensatory adjustment was performed in automatic mode, using Navios software (Beckman Coulter, 
USA). We discuss an optimal gating strategy in order to assess the populations of interest: total T cells 
(CD3+CD19-), T helper cells (CD3+CD4+), cytotoxic T lymphocytes (CD3+CD8+), B cells (CD3-CD19+),  
NK cells (CD3-CD16+CD56+), NKT cells (CD3+CD16+CD56+), activated T lymphocytes (CD3+HLA-DR+). 

Keywords: flow cytometry, multicolor analysis, immunophenotyping

Поддержано Министерством образования и науки РФ, проект № 1326.
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лизированной крови окрашивали следующими 
моноклональными антителами (все антитела 
производства Beckman Coulter, США) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя: HLA-
DR-FITC (кат. № IM1638U), CD16-PE (кат. 
№ A07766), CD56-PE (кат. № A07788), CD4-ECD 
(кат. № 6604727), CD19-ECD (кат. № A07770), 
CD8-PC5.5 (кат. № A07758), CD3-PC7 (кат. 
№ 737657), CD45-APC (кат. № IM2473). По-
сле внесения антител образцы тщательно пере-
мешивали, затем инкубировали при комнатной 
температуре 15 минут в защищенном от света ме-
сте. По завершении инкубации при постоянном 
перемешивании добавляли 500 мкл лизирующе-
го раствора VersaLyse Lysing Solution (Beckman 
Coulter, США), инкубировали еще 10 минут при 
комнатной температуре в защищенном от света 
месте. Анализ образцов проводили на проточ-
ном цитометре Navios™ (Beckman Coulter, США). 
Для каждого из образцов набирали не менее 5000 
лимфоцитов. 

Для настройки напряжения по каналам флуо-
ресценции использовали образцы крови, окра-
шенные каждым из антител по отдельности. 
Напряжение выставляли таким образом, чтобы 
популяции лимфоцитов, не связавшие то или 
иное антитело, находились ровно по центру пер-
вой декады логарифмической шкалы (рис. 1, 
А-Д). Напряжение по АРС – флуорохрому, с ко-
торым были конъюгированы антитела против 
CD45 – выставляли так, чтобы лимфоциты, об-
ладающие самой высокой среди всех лейкоцитов 
периферической крови плотность CD45 на своей 
поверхности, находились по центру третьей де-
кады логарифмической шкалы (рис. 1Е). По за-
вершении настройки напряжения на каналах 
флуоресценции проводили настройку цветовой 
компенсации. Для данной процедуры также ис-
пользовали указанные выше образцы перифе-
рической крови, окрашенные каждым из анти-
тел по отдельности, и частицы Flow Set Pro (кат. 
№ А63492, Beckman Coulter, США). Настройку 
проводили в автоматическом режиме с исполь-

Рисунок 1. Настройка напряжения по каналам флуоресценции
Примечание. По оси абсцисс – боковое светорассеяние (SS), по оси ординат – интенсивность флуоресценции антител против  
HLA-DR, конъюгированных с ФИТЦ (гистограмма А), против CD16 и CD56, конъюгированных с РЕ (гистограмма Б), против CD4 и CD19, 
конъюгированных с ECD (гистограмма В), против CD8, конъюгированных с РС5.5 (гистограмма Г), против CD3, конъюгированных с РС7 
(гистограмма Д), и против CD45, конъюгированных с АРС (гистограмма Е). На гистограммах А-Д напряжение выставлено таким образом, 
чтобы лимфоциты, не несущие соответствующих антигенов, находились в пределах первой декады логарифмической шкалы;  
для CD45-АРС напряжение установлено так, чтобы популяция лимфоцитов – клеток, обладающих слабым боковым светорассеянием 
и имеющих высокую плотность CD45 – находилась в третьей декаде логарифмической шкалы флуоресценции. 
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зованием приложения «AutoSetup Application 
Definition…» программного обеспечения Navios™ 
Software v1.2. Проверку корректности настройки 
параметров цветовой компенсации осуществля-
ли по образцам периферической крови услов-
но здоровых доноров и реагентам Immuno-Trol 
Cells (кат. № 6607077, Beckman Coulter, США), 
окрашенными всеми антителами одновременно. 
Анализ полученные результатов проводили при 
помощи программного обеспечения Navios™ 
Software v1.2 и Kaluza™ v1.2 (Beckman Coulter, 
США). 

Результаты и обсуждение
В понятие оценки «иммунного статуса» 

или «исследования субпопуляционного соста-
ва лимфоцитов периферической крови» [1] при 
помощи проточной цитофлуориметрии включе-
но определение абсолютного и относительного 
количества Т-клеток (CD3+CD19-), Т-хелперов 
(CD3+CD4+), цитотоксических Т-лимфоцитов 
(CD3+CD8+), В-клеток (CD3-CD19+), NK-клеток 
(CD3-CD56+), NKT-клеток (CD3+CD56+). 

Однако, любой протокол измерения в проточ-
ной цитометрии начинается с выделения попу-
ляции «интереса», в нашем случае – это лимфо-
циты. Существует несколько способов выделить 
популяцию лимфоцитов. Во-первых, при помо-
щи параметров светорассеяния. Преимуществом 
данного метода является то, что любой проточный 
цитометр оснащен детекторами для регистрации 
параметров прямого и бокового светорассеива-
ния, и подобного рода выделение лимфоцитов 
не требует дополнительных финансовых затрат. 
В то же время существует ряд ограничений по ис-
пользованию данного метода – при некачествен-
ном лизисе эритроцитов существуют сложности 
с отделением популяции лимфоцитов от популя-
ции дебриса [2]. Во-вторых, это применение ан-
тител против молекулы CD45, которая является 
«пан-лейкоцитарным» маркером и представлена 
на всех лейкоцитах, но с разной интенсивностью 
мембранной экспрессии. При использовании 
этой стратегии по гистограмме «боковое свето-
рассеяние против флуоресценции CD45» лимфо-
цитами является популяция клеток, обладающая 
самой яркой экспрессией CD45 и наименьшими 
параметрами бокового светорассеивания. Ос-
новным недостатком этого метода является не-
обходимость использования дополнительного 
моноклонального антитела, что в целом способ-
но увеличить стоимость исследования. Кроме 
того, это требует задействовать отдельный флуо-
ресцентный канал для измерения интенсивности 
флуоресценции CD45, что накладывает опреде-
ленные ограничения в случае работы приборов 
с малым количеством одновременно анализируе-

мых флуоресцентных сигналов. Преимуществом 
же является независимость от качества лизиса, 
так как практически всегда можно выделить по-
пуляцию интереса, что и послужило причиной 
внесения данного подхода выделения лимфоци-
тов в международные рекомендации по клеточ-
ному анализу [12]. 

Отдельного внимания заслуживает возмож-
ность применения антител против CD45 для ис-
ключения примеси моноцитов из зоны анализа. 
Появление в периферической крови большого 
количества «провоспалительных» моноцитов 
способно существенно влиять на качество выяв-
ления популяции лимфоцитов. Для исключения 
моноцитов из популяции лимфоцитов необходи-
мо использовать дополнительные моноцитарные 
маркеры, такие как CD14. Для решения этой про-
блемы проводилось выделение лимфоцитов в два 
этапа. Первым этапом было выделение области 
«CD45+++» на диаграмме «боковое светорассе-
яние против флуоресценции CD45» (рис. 2А). 
Второй этап заключался в удалении моноци-
тов из зоны анализа по двухпараметрической 
диаграмме «флуоресценция CD16+CD56 против 
флуоресценции CD4+CD19». Данный способ 
основан на том, что на поверхности моноцитов, 
как «классических», так и «провоспалительных», 
представлен CD4, а в случае последних – еще и 
CD16, тогда как среди лимфоцитов не встреча-
ются клетки, способные одновременно экспрес-
сировать оба этих маркера. В дальнейшем был 
сделан «логический» гейт, включающий в себя 
клетки, наиболее ярко экспрессирующие CD45 
и при этом не экспрессирующие на своей поверх-
ности CD4 и CD16 одновременно. В стандартном 
программном обеспечении цитометра Navios это 
выглядит следующим образом: «LY = CD45+++ 
AND Lymphocyte AND (NOT Mono)». В дальней-
шем клетки, отвечающие указанным выше ус-
ловиям, рассматриваются в качестве популяции 
лимфоцитов (рис. 2, А-В).

После того, как популяция клеток интере-
са – лимфоцитов – получена, имеет смысл пере-
ходить к ее анализу. На качество анализа или чи-
стоту выделения популяций лимфоцитов в этом 
случае существенное влияние может оказывать 
выбор флуорохромов, с которыми конъюгирова-
ны антитела. На сайтах производителей антител 
и в зарубежной литературе приведены основные 
принципы формирования панелей для иссле-
дований [10, 11], на основании которых и была 
сформирована приводимая в данной статье ком-
бинация антител. Во-первых, антитела для «пан-
лекоцитарных» маркеров (CD45) и маркеров, 
применяемых для выделения отдельных субпо-
пуляций клеток (CD3), были конъюгированы 
с флуо рохромами (АРС и РС7 соответственно), 
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которые не обладают какой-либо значимой за-
светкой на остальные каналы флуоресценции, 
то есть коэффициенты компенсации равны нулю 
(рис. 2Г). Во-вторых, пары взаимоисключаю-
щих маркеров, ко-экспрессия которых в норме 
на клетках не наблюдается или крайне незначи-
тельна (например, CD56 и CD19 или CD4 и CD8), 
помещены на соседние каналы с сильной пере-
крестной засветкой (РЕ и ECD или ECD и РС5.5 
соотвественно). В-третьих, активационный мар-
кер с низким и к тому же переменным уровнем 
экспрессии, как это характерно для HLA-DR 
на Т-клетках, помещен на канал (FL1 для реги-
страции флуоресценции ФИТЦ), который не 
подвергается неспецифическому влиянию со 
стороны флуорохромов с других каналов. Дан-
ное обстоятельство позволяет получать наиболее 
адекватные данные об уровне экспрессии дан-
ного маркера на клетках интереса вне зависимо-

сти от настроек цветовой компенсации и уровня 
экспрессии антигенов, расположенных на со-
седних каналах. Кроме того, для FL1 (антитела 
против HLA-DR, конъюгированные с ФИТЦ) 
и FL2 (антитела против CD16 и CD56, конъюги-
рованные с РЕ) также учитывается принцип вза-
имоисключающей экспрессии маркеров, детек-
тируемых на соседних каналах флуоресценции. 
Соблюдение указанных выше принципов созда-
ния комбинаций антител для анализа позволяет 
существенно упростить как настройку цветовой 
компенсации, так и дальнейший контроль за ста-
бильностью данных параметров настройки при-
бора при проведении серий исследований. 

Для выделения основных популяций лимфо-
цитов периферической крови был использован 
следующий алгоритм («тактика гейтирования»), 
основанный на применении двухпараметриче-
ских гистограмм «флуоресценция-против-флу-

Рисунок 2. «Тактика гейтирования» лимфоцитов и пример матрицы цветовой компенсации
Примечание. Гистограмма А: выделение популяции лимфоцитов по параметрам бокового светорассеяния (ось ординат) и уровню 
экспрессии CD45 (ось абсцисс), выделенная область «CD45+++» содержит лимфоциты. Гистограмма Б: по оси абсцисс – боковое 
светорассеяние, по оси ординат – прямое светорассеяние; показаны только клетки из области «CD45+++» гистограммы А; в области 
«Lymph» находятся клетки с низкой интенсивностью флуоресценции по FS и SS (при помощи этого региона из зоны анализа 
исключаются разрушенные и слипшиеся лимфоциты, а также большинство моноцитов). Гистограмма В: по оси абсцисс – интенсивность 
флуоресценции антител против CD4 и CD19, по оси ординат – интенсивность флуоресценции антител против CD16 и CD56; 
на гистограммы показаны клетки, находящиеся в областях «CD45+++» гистограммы А и области «Lymph» гистограммы Б; область 
«Mono» – «провоспалительные» моноциты с фенотипом CD4lowCD16+, которые не удалось исключить из зоны анализа при помощи 
последовательного иммунологического гейтирования, показанного на гистограммах А и Б. Г – пример матрицы цветовой компенсации, 
полученной при настройке проточного цитофлуориметра: каналы FL1, FL2, FL3, FL4, FL5 и FL6 предназначены для регистрации 
флуоресценции антител, конъюгированных с ФИТЦ, РЕ, ECD, РС5.5., РС7 и АРС соответственно. По горизонтали в процентах показаны 
коэффициенты компенсации засветки флуорохромов из вертикальных столбцов в данный канал.
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оресценции». В первую очередь была построена 
диаграмма, где по оси абсцисс приведена флуо-
ресценция антител против CD3, а по оси ор-
динат – флуоресценция антител против CD19 
и CD4 (рис. 3А). Использование данной гисто-
граммы позволяет идентифицировать популя-
ции В-лимфоцитов как CD3 негативные, но 
позитивные по CD4+19 клетки (12,32% от обще-
го числа лимфоцитов в приведенном примере 
исследования), а также популяцию Т-хелперов 
как дважды позитивные клетки (51,94% от об-
щего числа лимфоцитов). Использование анти-
тел против поверхностных антигенов, харак-
терных для разных популяций клеток (никогда 
не ко-экспрессирующихся ни в норме, ни при 
большинстве патологических состояний – CD4 
для Т-хелперов и CD19 для В-лимфоцитов), но 
конъюгированных с одним и тем же флуорохро-
мом (в нашем случае – ECD, для регистрации ко-
торого используется канал FL3), возможно лишь 
в том случае, когда для разделения данных по-
пуляций клеток применяется как минимум еще 
одно антитело (CD3 как маркер для выделения 
популяции Т-хелперов). Причем для детектиро-
вания последнего используется отдельный канал 
флуоресценции (в нашем случае – канал FL5 
для регистрации флуоресценции РС7). Примеры 
подобного рода исследований встречаются как на 
старых «малоцветных» приборах [8], для кото-

рых они, собственно, и были разработаны, так и 
не потеряли своей актуальности и в настоящее 
время при десяти- и более многоцветном анализе 
[3]. Хотя в нашей стране такой подход не получил 
должного распространения, особенно если при-
нять во внимание приборную базу отечественных 
лабораторий. Особое внимание следует уделить 
тому, что при использовании на одном флуо-
ресцентном канале антител против CD4 и CD19 
крайне важно провести «логическое» гейтирова-
ние лимфоцитов с исключением примеси попу-
ляции моноцитов. Если этого сделано не будет, 
то примесь моноцитов, которые слабо позитив-
ны по CD4 и не несут CD3, будет ложно отнесена 
к В-клеткам, что скажется на качестве получае-
мых результатов.

На рисунке 3 также приведены примеры 
остальных гистограмм, которые используются 
для выделения основных популяций лимфоцитов 
периферической крови. На гистограмме Б (флуо-
ресценция CD3 против флуоресценции CD8) 
выделяются цитотоксические Т-клетки с фено-
типом CD3+CD8+, содержание которых в дан-
ном образце составляет 16,69% от общего числа 
лимфоцитов. Далее на гистограмме В выделяют 
популяции натуральных киллеров (14,46% от об-
щего числа лимфоцитов), негативных по CD3 
и позитивных по CD16 и CD56, а также NKТ-
клетки, экспрессирующие одновременно CD3 

Рисунок 3. Гистограммы, необходимые для выделения основных популяций лимфоцитов периферической крови
Примечание. На гистограммах А-Д в процентах приведено содержание основных популяций лимфоцитов периферической крови 
от общего числа лимфоцитов, выделенных при помощи последовательного гейтирования, приведенного на рисунке 2 (гистограммы А-В). 
Гистограмма Е – распределение Т-лимфоцитов (показаны только CD3-позитивные клетки, выделенные на гистограмме Д) по уровню 
экспрессии CD4 и CD8. Гистограммы Ж и З – экспрессия HLA-DR Т-хелперами (область «Th» гистограммы Е) и цитотоксическими 
Т-клетками (область «Tcyt» гистограммы Е) соответственно. Комментарии в тексте.
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и маркеры, характерные для NK-клеток. Кроме 
того, наличие в составе панели антител против 
HLA-DR, рассматриваемого в качестве маркера 
«поздней активации» Т-лимфоцитов, позволяет 
определить процент активированных Т-клеток, 
который в данном образце равен 2,67% от обще-
го числа лимфоцитов. Для определения общего 
числа Т-клеток в проанализированном образце 
можно использовать однопараметрическую ги-
стограмму (рис. 3Д), где по оси абсцисс – интен-
сивность флуоресценции антител против CD3, 
а на оси ординат – количество клеток, облада-
ющих тем или иным уровнем экспрессии CD3. 
Как уже отмечалось выше, при настройке напря-
жения негативные клетки помещались в пределы 
первой декады логарифмической шкалы, поэтому 
особого труда выделить CD3-позитивные клетки 
не составляет (73,09% от лимфоцитов). 

Особое внимание при проведении имму-
нофенотипирования следует уделить подсчету 
контрольных сумм, характеризующих качество 
и достоверность проведенного исследования. 
Пожалуй, главной из них является сумма Т-, 
В- и NK-клеток [15], которая должна находить-
ся в пределах 100% (100%±5%). В приведенном 
на рисунке 3 примере Т-лимфоциты составляют 
73,09%, В-лимфоциты – 12,32%, натуральные 
киллеры – 14,46%. При помощи нехитрых под-
счетов контрольная сумма будет равна 99,87%, 
что полностью соответствует нормативным 
значениям. Еще одним «внутренним» контро-
лем может являться то положение, что сум-
ма Т-хелперов, выделенных при помощи CD3 
и CD4, и цитотоксических Т-клеток с феноти-
пом CD3+CD8+ должна равняться общему чис-
лу CD3-позитивных клеток ±5% [12]. Хотя даже 
в рамках приведенных выше рекомендаций до-
пускается расхождение не более 10% из-за при-

сутствия в образце γδТ-клеток (увеличение числа 
дважды-негативных клеток в образце, что сопро-
вождается уменьшением суммарного показате-
ля Т-лимфоцитов) или наличия большого числа 
клеток, одновременно экспрессирующих CD4 
и CD8. В последнем случае сумма CD3+CD4+ 
и CD3+CD8+ может существенно превосходить 
общее число CD3+ клеток и выходить за пропи-
санные в рекомендациях нормативы. Поэтому 
при помощи дополнительной гистограммы рас-
пределения Т-клеток по уровню экспрессии CD4 
и CD8 можно более точно выделить не только 
Т-хелперы (рис. 3Е, область «Th») и цитоток-
сические Т-клетки (рис. 3Е, область «Tcyt»), но 
и популяции Т-лимфоцитов, несущие как оба 
антигена одновременно (область «CD4+CD8+»), 
так и лишенные их обоих (область «DN»). Клини-
ческая значимость этих параметров в настоящее 
время обсуждается при широком круге патоло-
гических состояний [2]. Кроме того, с исполь-
зованием гистограмм распределения Т-хелперов 
и цитотоксических Т-клеток по уровню экспрес-
сии HLA-DR (рис. 3Ж и З соответственно) мож-
но оценить процент активированных клеток сре-
ди данных популяций Т-лимфоцитов. 

Таким образом, применение шестицветно-
го цитофлуориметрического анализа не только 
способно сократить время и себестоимость по-
становки реакции, увеличить пропускную спо-
собность прибора, но и существенно расширить 
спектр результатов, получаемых при анали-
зе одного образца. При этом в данной работе 
не рассматриваются такие показатели, как экс-
прессия CD56 на Т-хелперах и цитотоксических 
Т-клетках, равно как и экспрессия CD8 нату-
ральными киллерами, имеющие в настоящее 
время больше научное, чем клинико-диагности-
ческое значение.
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ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО РЕАГИРОВАНИЯ ОСНОВНЫХ 
СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ ПРИ ОБОСТРЕНИИ ХРОНИЧЕСКОГО ГАСТРИТА
Матвеева Л.В. 
ФГБОУ ВПО «Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарёва», г. Саранск, Республика 
Мордовия, Россия

Резюме. Цель работы – выявить и оценить особенности иммунного реагирования основных субпо-
пуляций лимфоцитов периферической крови при обострении хронического гастрита в зависимости 
от стадии атрофии слизистой оболочки желудка. Проведено комплексное обследование 122 больных 
с обострением хронического гастрита. У больных хроническим очагово-атрофическим и атрофиче-
ским гастритом в стадии обострения в периферической крови определялись увеличение количества 
CD3+ лимфоцитов, CD4+, CD8+ и CD16+ клеток, снижение содержания CD19+ лимфоцитов. При обо-
стрении неатрофического гастрита повышение количества CD4+ и CD16+ клеток сочеталось с умень-
шением численности CD8+ и CD19+ лимфоцитов. Одновременное повышение численности CD4+ 
клеток и уровня IL-2 и IFNγ в периферической крови больных свидетельствует об активации кле-
точного иммунитета, индуцирующими факторами которой могут являться как дисплазия слизистой 
оболочки желудка, так и хеликобактер-герпесвирусная микст-инфекция. Превалирование повыше-
ния количества IL-2 и IFNγ над уровнем IL-4 и IL-10 указывает на Th1-направленность иммунного 
ответа. Иммунорегуляторный индекс при обострении неатрофического гастрита превышал значения 
клинически здоровых лиц и больных атрофическим гастритом. Статистически значимые различия 
между группами больных в зависимости от наличия и выраженности атрофии слизистой оболочки 
желудка определялись по количеству CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ лимфоцитов, иммунорегуляторному 
индексу, а также сывороточному уровню IL-2.

Ключевые слова: субпопуляции лимфоцитов, интерлейкины, интерферон, хронический гастрит, атрофия слизистой 
оболочки желудка

FEATURES OF IMMUNE RESPONSE AMONG MAJOR 
LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS FROM PERIPHERAL BLOOD 
DURING EXACERBATION OF CHRONIC GASTRITIS
Matveeva L.V.
N.P. Ogarev Mordovsky State University, Saransk, Republic оf Mordovia, Russian Federation

Abstract. The aim of this study was to identify and evaluate the features of immune response for main 
subpopulations of peripheral blood lymphocytes during exacerbation of chronic gastritis, depending on 
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Введение
Актуальность исследования иммунопатоге-

нетических особенностей течения хронического 
гастрита определяется ростом заболеваемости 
населения болезнями органов пищеварения [3] 
и выявляемостью при них иммунных изменений. 
Так, в Республике Мордовия количество лиц 
с впервые установленным диагнозом гастрита 
и дуоденита на 100 000 населения в 2005 г. состав-
ляло 438, а в 2010 г. – 475. Считается [2, 7, 10], 
что хронический гастрит вследствие сочетания 
иммунной дисфункции и нарушения архитекто-
ники слизистой оболочки желудка (СОЖ) мо-
жет являться предъязвенным состоянием, а при 
развитии метаплазии и неоангиогенеза – пред-
раковым. Ранее при хроническом гастрите уста-
новлена корреляционная связь длительности за-
болевания и содержания в периферической крови 
CD3+, CD4+ лимфоцитов (отрицательная), CD8+ 
и CD19+ клеток (положительная) [5]. Имеются 
результаты исследований иммунных изменений 
при хроническом хеликобактерном гастрите [2]: 
уменьшение у больных численности CD4+ кле-
ток с хелперной активностью (Th) и CD19+ лим-
фоцитов на фоне увеличения количества CD3+, 
CD8+ и CD16+ лимфоцитов, особенно у обследу-
емых с выраженными изменениями хелик-теста. 
Представленные клинико-иммунологические 
данные не учитывают наличие и выраженность 
атрофического процесса СОЖ, поэтому опреде-
ление субпопуляционного состава лимфоцитов 
крови и их функциональной активности (продук-
ция иммуноцитокинов) в зависимости от стадии 
атрофии СОЖ у больных хроническим гастритом 
имеет научно-практический интерес.

Цель исследования – выявить и оценить осо-
бенности иммунного реагирования основных 
субпопуляций лимфоцитов периферической 

крови при обострении хронического гастрита 
в зависимости от стадии атрофии СОЖ.

Материал и методы
Проведено комплексное клинико-лаборатор-

ное и инструментальное обследование после по-
лучения информированного согласия 122 боль-
ных хроническим гастритом в стадии обострения. 
Мужчины составили 55,7%, женщины – 44,3%, 
средний возраст – 43,9±7,5 года, длительность 
заболевания – 13,2±5,1 года. Больные были раз-
делены на группы в зависимости от стадии атро-
фии, определенной морфологически [1]. 1-ю 
группу составили 42 пациента с хроническим не-
атрофическим гастритом, 2-ю – 40 больных оча-
гово-атрофическим (І–ІІ ст.) гастритом, 3-ю – 40 
пациентов с распространенным атрофическим 
(ІІІ-ІV ст.) гастритом.

В контрольную группу по принципу случай-
ной выборки вошли 40 здоровых добровольцев 
(мужчины – 52,5%, женщины – 47,5%, средний 
возраст – 36,2±10,3 года), не имеющих на момент 
обследования признаков обострения гастропато-
логии.

Взятие крови на иммунологическое иссле-
дование проводилось в утренние часы нато-
щак из локтевой вены в объеме 3 мл в пробирку 
с ЭДТА, 3 мл – в пробирку без консервантов. 
Иммунофенотип лимфоцитов по CD-антигенам 
(CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD45, CD56) 
определяли иммунофлюоресцентным методом 
на проточном цитометре Cytomics FC 500 с при-
менением моноклональных антител производ-
ства «Beckman Coulter» (США), меченных FITC 
(изотиоцианат флуоресцеина), PE (фикоэри-
трин), PC5 (комплекс PE с цианином-5) и ECD 
(комплекс PE с техасским красным). Для удале-

the severity of gastric mucosal atrophy. A comprehensive survey of 122 patients with acute exacerbation of 
chronic gastritis was performed. The patients with chronic focal-atrophic and atrophic gastritis in acute stage 
were characterized by increased numbers of CD3+ lymphocytes, CD4+, CD8+ and CD16+ cell populations, 
decreased CD19+ lymphocyte counts in peripheral blood. During exacerbation of non-atrophic gastritis, an 
increase of CD4+ and CD16+ cell counts was associated with a decrease in the CD8+ and CD19+ lymphocytes. 
A concomitant increase in CD4+ cell numbers, as well as elevated IL-2 and IFNγ levels in peripheral blood of 
patients may reflect activation of cellular immunity, which could be induced by the dysplasia of gastric mucosa 
and co-infection with Helicobacter/herpesvirus. Domination of increased IL-2 and IFNγ over IL-4 and IL-10 
levels suggests the Th1-profile of cellular immune response. Upon exacerbation of non-atrophic gastritis, the 
immunoregulatory index exceeded the values of clinically healthy subjects and those of patients with atrophic 
gastritis. We observed statistically significant differences for CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ lymphocytes, 
immunoregulatory index, and serum levels of IL-2, depending on presence and severity of gastric mucosal 
atrophy.

Keywords: lymphocyte subpopulations, interleukins, interferon, chronic gastritis, gastric mucosa atrophy 
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ния эритроцитов пробоподготовку проводили 
по безотмывочной технологии с использовани-
ем лизирующего раствора OptiLyse C (Beckman 
Coulter, США). В сыворотке крови иммунофер-
ментным методом на анализаторе «Personal Lab 
TM» (Adaltis Italia S.p.A., Италия) исследовали 
количества IL-2, IL- 4, IL-10, IFNγ с применени-
ем наборов реагентов ЗАО «Вектор-Бест» (Рос-
сия).

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием методов непараметрического 
анализа программы Microsoft Excel 7.0. Резуль-
таты отражали в виде медиан (Ме), 25 и 75 про-
центилей. Сравнение показателей проводили 
с помощью критерия Манна–Уитни. Значимыми 
различия между группами считали при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Относительное количество CD3+ лимфоци-

тов у обследованных больных 1-й группы при 

сравнении с данными клинически здоровых лиц 
проявляло тенденцию к увеличению, 2-й и 3-й 
групп – повышалось (табл. 1). Количество пока-
зателя у больных 1-й, 2-й и 3-й групп в пределах 
значений нормы (60-80%) определилось в 83,3, 
75 и 70% случаев соответственно, повышалось – 
в 9,52, 17,5 и 15% случаев.

Абсолютные значения CD3+ клеток были 
меньше нижней границы нормы (1,1 × 109/л) 
у 9,52, 10 и 15% больных 1-й, 2-й и 3-й групп, 
превышали верхнюю границу (2,8 × 109/л) у 12,5 
и 10% больных 2-й и 3-й групп. Показатель 
у больных очагово-атрофическим гастритом был 
большим, чем при обострении неатрофического 
гастрита (р < 0,05).

Относительное количество CD4+ лимфоци-
тов у больных превышало значения клинически 
здоровых лиц (р < 0,01-0,05), а при неатрофиче-
ском гастрите – и значения 3-й группы (р < 0,01). 
Абсолютная численность CD4+ клеток в 1-й, 2-й 
и 3-й группах была меньше нижней границы нор-

ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ (Ме [Q25; Q75])

Показатели Контрольная 
группа 1-я группа 2-я группа 3-я группа

Т-клетки 
(CD3+CD19-CD45+)

% 66 [62; 72] 70,0 [62; 75] 74 [70; 79]* 71,0 [66; 75]*

× 109/л 1,350  
[1,158; 1,624]

1,527  
[1,294; 1,856]*

1,950  
[1,469; 2,241]* #

1,780  
[1,389; 2,143]*

Т-хелперы 
(CD3+CD4+CD8-CD45+)

% 41 [35; 48] 48 [43; 56]* 46 [41; 54]* 44 [38; 52]* #

× 109/л 0,838  
[0,762; 1,018]

1,290  
[0,907; 1,435]*

1,240  
[0,896; 1,405]*

1,065  
[0,825; 1,245]*

Т-цитотоксические 
(CD3+CD8+CD4-CD45+)

% 24 [16; 27] 20 [13; 25]* 27 [16; 30]* # 28 [19; 32]* #

× 109/л 0,580  
[0,426; 0,620]

0,300  
[0,257; 0,487]*

0,690  
[0,428; 0,730]* #

0,700  
[0,437; 0,749]* #

Индекс соотношения
(Т-хелперы / Т-цитотоксические)

1,86  
(1,75; 2,08)

2,85  
[2,08; 3,59]*

2,25  
[1,78; 3,05]*

1,80  
[1,56; 2,57]#

NK-клетки 
(CD3-CD16+CD56+CD45+)

% 13 [11; 16] 16 [12; 22]* 17,5 [12; 23]* 20 [14; 22]*

× 109/л 0,300  
[0,206; 0,412]

0,500  
[0,393; 0,575]*

0,680  
[0,479; 0,720]*

0,950  
[0,646; 1,224]*

В-клетки
(CD3-CD19+CD45+)

% 15,0 [10; 19] 13,0 [9; 16] 9,0 [6; 12]*# 10,5 [7; 13]* §

× 109/л 0,330  
[0,205; 0,422]

0,260  
[0,151; 0,316]

0,191  
[0,085; 0,245]* #

0,240  
[0,173; 0,297]* §

Примечание. Статистически значимые различия: * – относительно контрольной группы, # – 1-й группы, § – 2-й группы.
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мы (0,75 × 109/л) у 7,14, 7,5 и 10% больных, пре-
вышала верхнюю границу (1,2 × 109/л) у 42,9, 42,5 
и 40% обследуемых. Имеются данные [6] об уве-
личении лизосомального компартмента у части 
CD4+ лимфоцитов здоровых доноров при их 
дифференцировке аналогично процессам в CD8+ 
клетках, что сопровождается повышением уров-
ня перфорина и способности к дегрануляции, 
TCR-зависимой цитотоксичности. Превалиро-
вание численности CD4+ лимфоцитов у больных 
над значениями здоровых лиц свидетельствует 
об участии Th в воспалительном и атрофическом 
процессах в СОЖ.

У больных хроническим атрофическим га-
стритом количество CD8+ лимфоцитов статисти-
чески значимо превышало значения контроль-
ной и 1-й групп. Абсолютные значения Т-клеток 
с цитотоксическим потенциалом были меньше 
нижней границы нормы (0,3 × 109/л) у 28,6, 12,5 
и 10% больных 1-й, 2-й и 3-й групп соответствен-
но, больше верхней границы (0,7 × 109/л) у 7,14, 
20 и 25% больных.

Индекс соотношения CD4+/CD8+ в 1-й группе 
больных превышал значения контрольной и 3-й 
групп, соответствуя индивидуальным изменени-
ям Т-лимфоцитов с хелперной и цитотоксиче-
ской активностью.

Численность CD16+ клеток в периферической 
крови обследованных больных превышала значе-
ния показателя здоровых лиц и возрастала с уве-
личением стадии атрофии СОЖ. Известно, что 
CD16+ рецептор участвует в реализации антите-
лозависимой клеточной цитотоксичности. Уста-
новлено [8], что при обострении хронического 
гастрита у больных выявляются повышенные ти-
тры IgG к антигенам герпесвирусов, суммарных 
антител (САТ) к CagA Helicobacter pylori. Количе-
ство серопозитивных лиц по антителам к анти-
генам герпесвирусов и их титру возрастало с уве-
личением стадии атрофии СОЖ, по САТ к CagA 
Helicobacter pylori – уменьшалось. Увеличение 
численности CD16+ лимфоцитов при обострении 
хронического гастрита может быть обусловлено 
хеликобактер-герпесвирусной микст-инфекцией, 
а реализация их цитотоксичности – способство-
вать атрофии СОЖ. Значимых различий между 
группами больных по количеству естественных 
киллерных клеток не наблюдалось, что, возмож-
но, связано с изменениями инфекционного ком-
понента воспалительного процесса.

Относительное и абсолютное количество 
CD19+ лимфоцитов во всех группах больных было 
меньше значений контрольной группы (р < 0,05-

0,01), что характерно для активного воспали-
тельного процесса и согласуется с имеющимися 
научными данными [2, 9]. Абсолютные значе-
ния показателя меньше нижней границы нормы 
(0,1 × 109/л) определились у 7,14, 30 и 17,5% боль-
ных 1-й, 2-й и 3-й групп соответственно, выше 
верхней границы (0,5 × 109/л) – у 10 и 17,5% боль-
ных 2-й и 3-й групп.

Пролиферация, дифференцировка и функци-
ональная активность субпопуляций лимфоцитов 
регулируются ауто-, пара- и эндокринным дей-
ствиями цитокинов.

Сывороточная концентрация IL-2 у обсле-
дованных больных превышала (р < 0,001) зна-
чения здоровых лиц. Статистически значимое 
увеличение уровня исследуемого цитокина опре-
делилось у больных 3-й группы относительно 
1-й – на 170% (р < 0,01) и 2-й групп – на 117% 
(р < 0,05). Повышение IL-2, медиатора проли-
ферации и дифференцировки Т-лимфоцитов, 
максимальное при распространенном атрофи-
ческом гастрите, может индуцировать повреж-
дающее действие цитотоксических лимфоцитов. 
Имеются данные о стимуляции IL-2 продукции 
гастрина и гистамина клетками СОЖ, что усили-
вает кислото- и пепсинообразование, уменьшает 
продукцию гастромукопротеидов [10]. С другой 
стороны, индуцированная IL-2 секреция гастри-
на, ацетилхолина может повышать уровень Са2+ 
в клетках СОЖ, способствуя увеличению коли-
чества цГМФ и активации синтеза ДНК, тем са-
мым клеточной пролиферации; последующее на-
копление цАМФ стимулирует дифференцировку 
клеток [7].

Концентрация IFNγ в сыворотке крови боль-
ных превышала (р < 0,001) значения клинически 
здоровых лиц: в 1-й группе – на 256%, во 2-й – 
на 154,8%, в 3-й – на 222%. IFNγ может способ-
ствовать активации CD8+ лимфоцитов, усилению 
цитотоксичности CD16+ клеток, поглотитель-
ной, киллинговой, презентирующей функций 
макрофагов, экспрессии молекул МНС II класса 
эпителиоцитами, выработки IgG2 плазматиче-
скими клетками [11].

Уровень IL-4 в 1-й группе больных был выше 
значений здоровых лиц в 1,8 раза, во 2-й – в 2,2 
раза (р < 0,05), в 3-й – в 2,3 раза (р < 0,05). Ис-
следование содержания IL-10 у обследованных 
больных выявило тенденцию к его увеличению 
относительно значений контрольной группы, 
статистически значимых отличий между группа-
ми не наблюдалось. Ранее установлено, что IL-4 
и IL-10 могут ингибировать цитотоксичность 
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макрофагов и секрецию нейтрофилами провос-
палительных цитокинов за счет уменьшения 
специфичных мРНК на поздней стадии процесса 
активации нейтрофилов [8], стимулировать анги-
огенез [3], способствуя тем самым восстановле-
нию архитектоники СОЖ при стихании воспали-
тельного процесса.

Заключение
У больных хроническим очагово-атрофиче-

ским и распространенным атрофическим гастри-
том в стадии обострения определялись измене-
ния субпопуляционного состава лимфоцитов 
периферической крови: увеличение количества 
CD3+ лимфоцитов, CD4+, CD8+, и CD16+ клеток, 
снижение содержания CD19+ лимфоцитов. При 
обострении неатрофического гастрита повыше-
ние количества CD4+ и CD16+ клеток сочеталось 
с уменьшением численности CD8+ лимфоцитов. 
Одновременное повышение численности CD4+ 
клеток и уровня IL-2 и IFNγ в периферической 

крови больных свидетельствует об активации 
клеточного иммунитета, индуцирующими фак-
торами которой могут являться как дисплазия 
СОЖ, так и хеликобактер-герпесвирусная микст-
инфекция. Превалирование повышения количе-
ства IL-2 и IFNγ над уровнем IL-4 и IL-10 указы-
вает на Th1-направленность иммунного ответа. 
Индекс CD4+/CD8+ при обострении неатрофи-
ческого гастрита превышал значения клиниче-
ски здоровых лиц и больных распространенным 
атрофическим гастритом. Статистически значи-
мые различия между группами больных в зависи-
мости от наличия и выраженности атрофии СОЖ 
определялись по количеству CD3+, CD4+, CD8+, 
CD19+ лимфоцитов, иммунорегуляторному ин-
дексу, а также сывороточному уровню IL-2.

Полученные результаты частично не согласу-
ются с данными ряда научных исследований [2, 
5, 12], что объясняется группированием обследу-
емых по морфологическому признаку, а не по ин-
фекционному, а также возрастными особенно-
стями иммунного статуса.
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ЦИТОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО 
СПЕКТРА Т-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ РАННИХ ФОРМАХ 
ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ МОЗГА У ВЕТЕРАНОВ 
СОВРЕМЕННЫХ ВОЙН
Зурочка А.В.1, Давыдова Е.В.2
1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» УрО РАН, г. Екатеринбург, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет», г. Челябинск, Россия

Резюме. Формирование ранних форм хронической ишемии мозга у ветеранов современных войн 
сопровождается ростом в системном кровотоке популяции Т-лимфоцитов и моноцитов, отражаю-
щим активацию центральных механизмов лимфопоэза. На стадии дисциркуляторной энцефалопатии 
имеет место увеличение в кровотоке пула Т-лимфоцитов, экспрессирующих маркеры ранней пози-
тивной активации, что отражает готовность клеток к IL-2 зависимой пролиферации. При прогесси-
ровании хронической ишемии мозга отмечено снижение в кровотоке уровня Т-регуляторных клеток, 
что может отражать нарушение аутотолерантности по отношению к антигенам мозга. 

Ключевые слова: ранние формы хронической ишемии мозга, гемограмма, Т-лимфоциты 

CYTOMETRIC ANALYSIS OF THE SPECTRUM 
SUBPOPULATION OF T LYMPHOCYTES IN THE EARLY 
FORMS OF CHRONIC BRAIN ISCHEMIA VETERANS OF 
MODERN WARS
Zurochka A.V.a, Davydova E.V.b
a Institute of Immunology and Physiology, Ekaterinburg, Russian Federation  
b South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Formation of the earliest forms of chronic brain ischemia veterans of modern wars accompanied 
by an increase in the systemic circulation of the population of T lymphocytes and monocytes, reflecting the 
activation of central mechanisms lymphopoiesis. In step vascular encephalopathy is an increase in circulating 
pool of T lymphocytes expressing the activation markers early positive reflecting readiness cells to IL-2 dependent 
proliferation. When progessirovanii chronic brain ischemia decreased levels of circulating T-regulatory cells, 
which may reflect a violation of self-tolerance in relation to brain antigens.
Keywords: early forms of chronic brain ischemia, hemogram, T lymphocytes
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Введение 
В России цереброваскулярная патология вы-

является у 20% больных активного трудоспособ-
ного возраста [1]. В структуре заболеваемости 
лидирующие позиции занимают ранние формы 
хронической ишемии мозга (ХИМ) – до 60-76% 
случаев, включающие начальные проявления не-
достаточности кровоснабжения мозга (НПНКМ) 
и дисциркуляторную энцефалопатию 1 стадии 
(ДЭП-1) [2]. Триггерным фактором формирова-
ния ранних форм ХИМ может являться боевое 
стрессорное расстройство, проявляющееся впо-
следствии соматизацией психовегетативных ре-
акций [3]. Ведущими факторами риска развития 
ХИМ традиционно считаются гипертензион-
ное и атеросклеротическое поражение сосудов 
церебрального и прецеребрального бассейнов. 
Ишемически-гипоксическое повреждение цере-
бральных сосудов приводит к повышению про-
ницаемости ГЭБ и увеличению иммунного при-
сутствия на территории мозга. В современной 
литературе накоплено немало сведений об уча-
стии иммунных механизмов в прогрессии ХИМ, 
что в значительной степени определяется степе-
нью поражения гематоэнцефалического барьера 
(ГЭБ) и уровнем иммунной аутоагрессии в от-
ношении тканей головного мозга. Выход в кровь 
нейрон-специфических белков (НСБ), являю-
щихся аутоантигенами, в силу формирования ан-
тенатальной толерантности к тканям ЦНС, спо-
собствует реализации аутоиммунных механизмов, 
направленных против тканей мозга. Известно, что 
развитие аутоиммунных процессов сопровожда-
ется снижением количества Т-регуляторных кле-
ток [4], обладающих супрессорной активностью 
в отношении иммунных клеток. Естественные 
T-регуляторные клетки предупреждают развитие 
аутоиммунных реакций и принимают непосред-
ственное участие в обеспечении «перифериче-
ской толерантности», в том числе и к мозговым 
антигенам. В связи с этим представляет особый 
интерес исследование наиболее гетерогенной 
популяции иммунных клеток – Т-лимфоцитов, 
принимающих непосредственное участие в ме-
ханизмах иммунного реагирования на снижение 
толерантности к мозговым антигенам при про-
грессии ранних форм ХИМ. 

Цель исследования: изучение показателей 
системы крови, субпопуляционного спектра 
Т-лимфоцитов, экспрессии маркеров ранней 
и поздней активации иммуноцитов у ветеранов 
современных войн с ранними формами хрониче-
ской ишемии мозга. 

Материалы и методы
Исследование проведено на базе ГБУЗ «Челя-

бинский областной клинический терапевтиче-

ский госпиталь ветеранов войн» и лаборатории 
иммунологии воспаления ФГБУН «Институт 
иммунологии и физиологии». Обследовано 98 ве-
теранов современных войн с ранними формами 
ХИМ в возрасте от 30 до 50 лет. Первую группу 
(I) составили 42 мужчины с НПНКМ (ср. возраст 
48,99±3,48 лет); вторую группу (II) – 32 мужчины 
с диагнозом ДЭП-1, средний возраст 49,3±2,64; 
группу контроля (III) составили 24 здоровых муж-
чин без субъективных и объективных проявлений 
цереброваскулярной патологии (средний возраст 
45,96±4,14 лет). Диагнозы НПНКМ и ДЭП-1 ста-
дии были установлены в соответствии с клини-
ческой классификацией сосудистых поражений 
головного мозга Шмидта Е.В. и соавт. (1974) [5], 
на основании клинических симптомов заболева-
ния и данных инструментального обследования 
с помощью ультразвуковой допплерографии ма-
гистральных сосудов, транскраниальной доп-
плерографии и электроэнцефалографии. Кровь 
для исследования забирали из локтевой вены, 
в утренние часы, спустя 12-14 часов после приема 
пищи. 

Иммунофенотипирование клеток крови
Подсчет общего числа лейкоцитов проводил-

ся с использованием технологии гетерогенного 
гейтирования с применением калибровочных 
частиц Flow – Count Fluorespheres, подсчет про-
центного соотношения гранулоцитов анализи-
ровали на гематологическом анализаторе Coulter 
LH 500 фирмы Beckman Coulter, США. Дополни-
тельно проводили микроскопию сухих и окра-
шенных по Романовскому–Гимзе мазков крови.

Иммунофенотипирование проводили мето-
дом проточной цитометрии на цитометре FC- 500 
(Beckman Coulter, USA). Лизис эритроцитов 
и фиксацию лейкоцитов производили с исполь-
зованием лизирующего комплекта реагентов 
Immuno-Prep™. Для детекции иммунных клеток 
использованы двух- и четырехпараметрические 
реагенты серии IOTest: CD3-FITC/CD19-PE/
CD4-PE/CD8-PE/CD (16+56+)/CD25-PE/CD 
HLA-DR-PЕ/CD95-PE/CD127-PE [6]. 

Статистическая обработка материала 
Для статистической обработки материала ис-

пользовали пакет прикладных программ Statistica 
for Windows vers. 6.0. фирмы StatSoft Inc. (США), 
с определением средней арифметической вариа-
ционного ряда (М) и ошибки средней арифмети-
ческой (m). Достоверность различий оценивали 
согласно критериям непараметрической стати-
стики (Колмогорова–Смирнова, U-test Манна–
Уитни), статистически значимыми считались из-
менения при p < 0,05

Результаты и обсуждение
Для детального изучения состояния клеточно-

го компартмента иммунной системы пациентов 
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с ранними формами ХИМ нами были изучены 
показатели развернутой гемограммы, представ-
ленные в таблице 1.

Анализ таблицы 1 показал отсутствие до-
стоверных различий, касающихся показателей 
красной крови, среди изучаемых групп паци-
ентов с ранними формами ХИМ. Среди клеток 
лейкоцитарного ряда, отмечено достоверное по-
вышение относительного и абсолютного числа 
лимфоцитов и абсолютного количества моно-
цитов в группе пациентов с ДЭП-1 в сравнении 
с показателями I и III групп, на фоне отчетливой 
тенденции к повышению общего числа лейкоци-
тов во II группе, что может отражать активацию 
центральных механизмов лейкопоэза. Во II груп-
пе ветеранов с ХИМ показано повышение по-
казателя тромбоцитокрита, на фоне роста числа 
тромбоцитов, на уровне тенденции не достигаю-
щей степени статистической достоверности. 

Определение субпопуляционного спектра 
Т-лимфоцитов и экспрессии активационных 
маркеров на Т-лимфоцитах у пациентов с ранни-

ми формами ХИМ показало следующие особен-
ности, представленные в таблице 2. 

По результатам исследования (табл. 2), уста-
новлено абсолютное повышение в циркуляции 
общего числа Т-лимфоцитов (CD3+) и цито-
токсических клеток (CD8+) в группе ветеранов  
с ДЭП -1 в сравнении с I и III группами, отражаю-
щее активацию Т-лимфопоэза на уровне костного 
мозга. Отмечено снижение относительного числа 
клеток в циркуляции в I и II группах пациентов, 
возможно, связанное с перераспределительными 
изменениями пула Т-хелперов и миграцией опре-
деленных клонов в патологическую зону при фор-
мировании ХИМ. Однако, нами не обнаружено 
снижения абсолютного количества Т-хелперов 
и CD4/CD8 соотношения в I, II группах, следо-
вательно, продукция хелперных клеток в кост-
ном мозге не изменена. Для идентификации 
Т-NK клеток используется комбинация маркеров 
Т-популяции и натуральных киллеров (CD56). 
Данный антигенный маркер представляет собой 
изоформу N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule) 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ КРОВИ ВЕТЕРАНОВ С НПНКМ И ДЭП-1 СТАДИИ

Параметры

Группа I 
Ветераны 
с НПНКМ

Группа II
Ветераны 

с ДЭП-1 стадии

Группа III 
контрольная р

M±m M±m M±m
Лейкоциты, × 109 л 7,35±0,50 8,84±1,73 7,28±0,83 -
Эритроциты, × 1012 л 4,97±0,10 5,18±0,11 4,84±0,21 -
Нb, г/л 138,2±2,2 135,3±9,17 139,8±4,36 -
Гематокрит (Нt), % 45,2±0,78 46,3±0,36 44,2±0,72 -
Средний корпускулярный объем (СКО), fL 90,8±1,27 89,3±1,61 87,9±1,18 -
Средний корпускулярный объем Нb, пг 29,8±0,44 29,8±0,60 29,6±0,48 -
Средняя концентрация корпускулярного Hb, г/л 319,1±12,69 334,0±12,08 310,0±11,94 -

Тромбоциты (Tr), × 109 л 255,6±13,6 293,6±8,3 250,8±11,6 -
Лимфоциты,% 28,6±4,05 34,3±3,60 30,4±3,36 0,042-1

Моноциты,% 9,06±3,54 10,6±2,88 8,0±3,14 -

Сегментоядерные нейтрофилы, % 48,5±2,2 44,6±6,3 53,2±4,1 -
Палочкоядерные нейтрофилы, % 3,75±0,41 4,0±1,0 3,4±0,50 -
Эозинофилы, % 3,68±0,46 4,0±1,52 3,8±0,66 -
Базофилы, % 0,43±0,12 0,33±0,03 0,6±0,02 -
Юные нейтрофилы,% 0,0 0,0 0,0 -

Лимфоциты, × 109 л 2,84±0,17 3,41±0,13 2,18±0,24 0,021-2

0,012-3

Моноциты, × 109 л 0,86±0,16 0,92±0,03 0,71±0,09 0,032-3

Гранулоциты, × 109 л 4,2±0,36 4,8±1,3 3,06±0,33 -
Ширина распределения клеток красной крови, 
% CV 14,08±0,1 13,3±0,27 13,7±0,28 -

Тромбоцитокрит, % 0,27±0,02 0,31±0,02 0,26±0,02 0,04 2-3

Средний объем тромбоцита, fL 10,08±0,34 10,7±0,15 10,02±0,40 -
Ширина распределения тромбоцита, % 14,04±0,17 14,4±0,18 13,7±0,37 -
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и экспрессируется отдельными субпопуляция-
ми Т-лимфоцитов. В свою очередь, циркулиру-
ющие зрелые NK-клетки имеют фенотип CD3-

CD56+CD16+CD2dim и отличаются от Т-клеток 
отсутствием Т-клеточного рецептора и CD3. На-
личие на поверхности натуральных киллеров ак-
тивационных молекул (CD25+) позволяет им от-
вечать клональной экспансией на воздействие 
IL-2. Кроме того, часть натуральных киллеров 
со слабой экспрессией CD16+ (около 10-20%) спо-
собна в ответ на воздействие IL-2 секретировать 
IFNγ, TNFβ, IL-10, IL-13, GM-CSF, т.е. участвует 
в реализации адаптивного иммунитета [4]. Попу-
ляция NK-лимфоцитов с высокой экспрессией 
CD16+ (80-90%), напротив, обладает выраженной 
цитолитической активностью, что свойственно 
врожденным механизмам защиты [4]. Наши ис-
следования показали четкую тенденцию к сниже-
нию популяции T-NK клеток у ветеранов с ран-
ними формами ХИМ, не достигающую степени 
статистической достоверности в силу большого 
разброса показателей внутри изучаемых групп. 
Напротив, нами отмечен достоверный рост в цир-
куляции относительного количества натуральных 
киллеров у ветеранов с ранними формами хрони-
ческой ишемии мозга в отличие от контрольной 

группы, что может отражать наличие миграцион-
ных перераспределительных процессов со сторо-
ны иммуноцитов при формировании данной па-
тологии, а также свидетельствовать о реализации 
врожденного иммунного ответа. 

Изучение экспрессии активационных марке-
ров на Т-лимфоцитах показало увеличение в цир-
куляции пула лимфоцитов, экспрессирующих 
маркеры ранней позитивной активации (CD25+), 
у пациентов с более выраженными проявлениями 
хронической ишемии мозга, причем как относи-
тельного, так и абсолютного их количества, что 
отражает наличие активации иммуноцитов и го-
товность клеток к пролиферации. В то же время 
число Т-клеток с маркерами поздней позитив-
ной активации, экспрессирующих молекулярные 
продукты HLA-системы (Dr+), среди изучаемых 
групп не имело достоверных различий. 

Из литературных источников известнo, что 
регуляция клеточного иммунного гомеостаза осу-
ществляется посредством Т-регуляторных клеток 
(Treg-клеток), конститутивно экспрессирующих 
молекулу CD25 и осуществляющих супрессорное 
влияние на метаболизм иммунных клеточных по-
пуляций, ингибируя их гиперактивацию [4]. По-
пуляция пула Т-регуляторных клеток гетерогенна 

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СПЕКТРА Т-ЛИМФОЦИТОВ И АКТИВАЦИОННЫХ 
МАРКЕРОВ У ВЕТЕРАНОВ С РАННИМИ ФОРМАМИ ХИМ

Параметры
Группа I 

Ветераны 
с НПНКМ

Группа II
Ветераны 
с ДЭП-1

Группа III 
контрольная р

Т-лимфоциты (CD3+CD19-), % 74±2,71 77±3,33 74,2±2,34 –

Т-лимфоциты (CD3+CD19-), абс. 1874,7±75,2 2391,1±112,2 1742,3±60,8 0,041-2

0,032-3

Т-хелперы (CD3+CD4+), % 35,9±0,69 32,8±0,33 40,1±2,8 0,031-3

0,012-3

Т-хелперы (CD3+CD4+), абс. 883,7±57,1 1023,8±141,1 963,3±79,6 –
Т-цитотоксические (CD3+CD8+), % 26,5±0,94 34,9±0,44 27,44±1,61 0,031-2

Т-цитотоксические (CD3+CD8+), абс. 654,2±41,4 871,3±37,1 542,1±44,2 0,041-2

0,012-3

CD4/CD8, абс. 1,47±0,08 1,56±0,37 1,78±0,09 -

T-NK лимфоциты, % 1,90±0,12 1,69 ±0,33 2,10±0,28 –
T-NK лимфоциты, абс. 53,3±6,04 51,8±12,2 58,1±6,9 –

NK-лимфоциты, % 7,72±0,13 7,76±0,29 6,16±0,20 0,041-3

0,032-3

NK-лимфоциты, абс. 189,1±5,9 241,2±32,02 233,3±22,6 –

CD25+Т-лимфоциты, % 11,6±0,85 15,7±1,23 8,5±0,52 0,041-2

0,0032-3

CD25+ Т-лимфоциты, абс. 294,03±33,05 499,1±97,7 86,06±9,24
0,00032-3

0,0151-2

0,0031-3

HLA Dr+ 
Т-лимфоциты,% 5,1±0,22 5,4±1,56 4,7±0,82 –

HLA Dr+

Т-лимфоциты, абс. 130,99±8,85 155,81±27,2 130,06±17,5 –
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по функциональным свойствам и фенотипическим 
признакам. Она включает в себя популяции про-
лиферирующих CD45RA+CD4+CD25low и «регуля-
торных» Тreg (N-regulatory) CD45R0+CD4+CD25high 
Т-лимфоцитов [7]. В условиях снижения популя-
ции Т-регуляторных лимфоцтитов развиваются 
предпосылки для формирования аутоиммунных 
процессов. Основной механизм супрессорной ак-
тивности Treg предполагает участие в негативном 
контроле разных форм иммунного ответа. Нали-
чие на мембране молекулы CD25 (α-цепи рецеп-
тора для IL-2) позволяет этим клеткам выполнять 
роль акцептора IL-2, тем самым ингибируя актива-
цию других Т-клеток. Понижая концентрацию IL-
2, Treg вызывают апоптоз IL-2 зависимых клеток 
[8]. Также эти клетки экспрессируют транскрип-
ционный фактор подавления – FoxP3, который 
вовлечен в ингибирование клеточной активно-
сти. Наличие на мембране Treg эктоэнзимов CD39 
и CD73 дает возможность модулировать ингибиро-
вание клеток посредством активации эндогенных 
сигнальных молекул (аденозина, АТФ) [8]. Извест-
но, что уровень экспрессии CD39 контролирует 
прогрессию воспалительных аутоиммунных забо-
леваний [9]. Результаты цитофлюориметрической 
детекции популяции Т-регуляторных клеток у па-
циентов с ранними формами ХИМ представлены 
в таблице 3.

Идентификация Treg в периферической кро-
ви пациентов с ранними формами ХИМ вы-
явила (см. табл. 3) стaтистически значимое 
снижение этой популяции клеток в системной 
циркуляции в группе пациентов с ДЭП-1 в срав-
нении с контрольной группой и группой пациен-
тов с НПНКМ, что может служить лабораторным 
критерием нарушения аутотолерантности по от-
ношению к антигенам мозга у пациентов с дис-
циркуляторной энцефалопатией. 

Сравнительно недавно появились дан-
ные об адаптерной молекуле CD127 (IL-7R) 

на Т-регуляторных клетках [4,10], играющих 
важную роль в пролиферации и дифференци-
ровке зрелых Т-регуляторных клеток. После ак-
тивации Т-регуляторных клеток ее экспрессия 
резко снижается и параллельно нарастает экс-
прессия FoxP3, что приводит к повышению су-
прессивной активности клеток. Нами показано, 
что при ранних формах ХИМ нарастает число 
Т-хелперов, экспрессирующих молекулу CD127, 
что также может отражать низкую супрессивную 
активность клеток и нарушение аутотолерант-
ности иммунной системы к собственным анти-
генам. Функциональную активность Т-хелперов 
отражает повышение количества активационных 
маркеров на мембране клетки. Исследование 
числа активированных Т-хелперов, имеющих 
фенотип CD4+CD25+CD127+, у пациентов с ран-
ними формами ХИМ выявило статистически 
недостоверное повышение абсолютного количе-
ства данных клеток в группе пациентов с ДЭП-
1 в сравнении с группой условно здоровых лиц, 
предположительно за счет субпопуляций хелпер-
ных клеток, отвечающих за аутоиммунизацию, 
например Th17-типа. 

Таким образом, сравнительная характери-
стика показателей гемограммы, субпопуляций 
Т-лимфоцитов, маркеров позитивной и нега-
тивной активации Т-лимфоцитов у ветеранов 
современных войн с ранними формами хро-
нической ишемии мозга показало отсутствие 
изменений со стороны красной крови. При 
прогрессии ХИМ, т.е. на стадии ДЭП 1, уста-
новлено повышение в циркуляции абсолютно-
го общего числа лимфоцитов, субпопуляции 
Т-лимфоцитов и моноцитов, что отражает ак-
тивацию центральных механизмов лейкопоэ-
за, и в частности Т-лимфопоэза. Рост в цирку-
ляции у пациентов с ДЭП 1 пула лимфоцитов, 
экспрессирующих маркеры ранней позитивной 
активации (CD25), а также NK-клеток, отра-

ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА ПОПУЛЯЦИИ Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ КЛЕТОК У ВЕТЕРАНОВ С РАННИМИ 
ФОРМАМИ ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ МОЗГА

Параметры
Группа I 

Ветераны 
с НПНКМ

Группа II
Ветераны 
с ДЭП-1

Группа III 
Контрольная р

Treg
(CD45R0+CD4+CD25highСD127-), % 2,6±0,2 1,9±0,05 2,3±0,1 0,032-1

0,0012-3

Treg
(CD45R0+CD4+CD25highСD127-), абс. 49,8±2,7 41,6±1,3 47,6±1,1 0,032-1

0,022-3

T-хелперы
 (CD4+CD25-CD127 +), % 77,08±1,45 73,8±3,37 92,2±5,72 0,00021-3

0,00032-3

T-хелперы 
(CD4+CD25-CD127+), абс. 1963,9±113,4 1420,2±198,1 1601,2±350,2 –

T-хелперы (активированные)
(CD4+CD25+CD127+), % 2,07±0,1 2,53±0,19 2,3±0,05 –

T-хелперы (активированные)
(CD4+CD25+CD127+), абс. 51,8±5,7 59,0±4,8 49,8±7,56 –
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жает готовность клеток к IL-2 зависимой про-
лиферации и активацию как врожденных, так и 
адаптивных механизмов иммунного ответа. 
Кроме того, снижение в кровотоке при ДЭП-1 

уровня Т-регуляторных клеток может служить 
дополнительным лабораторным маркером на-
рушения аутотолерантности по отношению 
к антигенам мозга. 

Список литературы / References
1. Гусев Е.И., Скворцова В.И. Ишемия головного мозга. М.: Медицина, 2001. 327с. [Gusev E.I., 

Skvortsova V.I. Cerebral ischemia]. Moscow: Meditsina, 2001. 327 р. 
2. Виленский Б.С., Семенова Г.М., Широков Е.А. Патогенез сосудистых поражений мозга // Журнал 

неврологии и  психиатрии им. Корсакова, 1996. № 5. С.14-18. [Vilensky B.S., Semenova G.M., Shirokov E.A. 
Patokinez vascular lesions of the brain. Zhurnal nevrologii i psikhiatrii im. Korsakova  = Journal of Neurology and 
Psychiatry. Korsakov, 1996, no. 5, pp. 14-18. (In Russ.)]

3. Григорьева В.Н., Густов А.В., Котова О.В., Жирнова Е.В., Лаптев А.В. Роль эмоционального напряже-
ния в развитии начальных форм хронической цереброваскулярной недостаточности // Журнал неврологии 
и психиатрии им. Корсакова, 2000. Т. 100, № 3. С. 148. [Grigoryeva V.N., Gustov A.V., Kotova O.V., Zhirnova E.V., 
Laptev A.V. The role of emotional stress in the development of early forms of chronic cerebrovascular insufficiency. 
Zhurnal nevrologii i psikhiatrii im. Korsakova = Journal of Neurology and Psychiatry. Korsakov, 2000, Vol. 100, no. 3, 
pp. 14-18. (In Russ.)]

4. Зурочка А.В., Хайдуков С.В., Кудрявцев И.В., Черешнев В.А. Проточная цитометрия в  медицине 
и биологии. Екатеринбург: РИО УрО РАН. 2014. 2 изд., доп. и расшир. 576 с. [Zurochka A.V., Haydukov S.V., 
Kudryavtsev I.V., Chereshnev V.A. Flow cytometry in medicine and biology. Еkaterinburg: RIO RAS, 2014.  
2 edition additions and extensions. 576 p. 

5. Шмидт Е.В. Классификация сосудистых поражений головного и спинного мозга // Журнал невро-
логии и психиатрии им. Корсакова, 1985. № 9. С.1281-1288. [Schmidt E.V. Classification of vascular lesions of the 
brain and spinal cord. Zhurnal nevrologii i psikhiatrii im. Korsakova = Journal of Neurology and Psychiatry. Korsakov, 
1985, no. 9, pp. 1281-1288. (In Russ.)]

6. Хайдуков С.В., Байдун Л.А., Зурочка А.В., Тотолян А.А. Стандартизованная технология «Иссле-
дование субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови с применением проточных ци-
тофлюориметров-анализаторов» // Российский иммунологический журнал, 2014. Т. 8 (17), № 4. С. 974-992. 
[Khaydukov S.V., Baydun L.A., Zurochka A.V., Totolian A.A. Standardized technology “Research subpopulation 
composition of peripheral blood lymphocytes using flow cytometry analyzers.” Rossiyskiy immunologicheskiy 
zhurnal = Russian Journal of Immunology, 2014, Vol. 8 (17), no. 4, pp. 974-992. [In Russ.)]

7. Shevach E.M. CD4+ CD25+ suppressor T cells: more questions than answers. Nat. Rev. Immunol., 2009,  
no. 2 (6), pp. 389-400.

8. Jonuleit H., Schmitt E., Stassen M., Tuettenberg A., Knop J., Enk A.H. Identification and functional 
characterization of human CD4(+)CD25(+) T cells with regulatory properties isolated from peripheral blood.  
J. Exp. Med., 2001, no. 193 (11), pp. 1285-1294.

9. Zaunders J.J., Dyer W.B., Munier M.L., Ip S., Liu J., Amyes E., Rawlinson W., De Rose R., Kent S.J., 
Sullivan J.S., Cooper D.A., Kelleher A.D. CD127+CCR5+CD38+++ CD4+ Th1 effector cells are an early component of 
the primary immune response to vaccinia virus and precede development of interleukin-2+ memory CD4+ T cells.  
J. Virol., 2006, Vol. 80 (20), pp. 10151-10161.

10. Liu W., Putnam A.L., Xu-Yu Z., Szot G.L., Lee M.R., Zhu S., Gottlieb P.A., Kapranov P., Gingeras T.R., 
Fazekas de St Groth B., Clayberger C., Soper D.M., Ziegler S.F., Bluestone J.A. CD127 expression inversely correlates 
with FoxP3 and suppressive function of human CD4+ T reg cells. J. Exp. Med., 2006, Vol. 203 (7), pp. 1701-1711.

Авторы:

Зурочка А.В. – д.м.н., профессор, ведущий научный 
сотрудник, ФГБУН «Институт иммунологии 
и физиологии» УрО РАН, г. Екатеринбург, Россия 

Давыдова Е.В. – к.м.н., доцент кафедры патологической 
физиологии ГБОУ ВПО «Южно-Уральский 
государственный медицинский университет», 
г. Челябинск, Россия 

Authors:

Zurochka A.V., PhD, MD (Medicine), Professor, Leading 
Research Associate, Institute of Immunology and Physiology, 
Ekaterinburg, Russian Federation 

Davydova E.V., PhD (Medicine), Associate Professor, 
Department of Pathophysiology, South Ural State Medical 
University, Chelyabinsk, Russian Federation

Поступила 12.07.2014 
Отправлена на доработку 12.08.2014 
Принята к печати 21.12.2014

Received 12.07.2014 
Revision received 12.08.2014 
Accepted 21.12.2014



39

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2015, Т. 17, № 1, стр. 39-46
© 2015, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2015, Vol. 17,  1, pp. 39-46
© 2015, SPb RAACI

1 page

ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО ОТВЕТА И АКТИВАЦИИ 
БАЗОФИЛОВ У ДЕТЕЙ С ХРОНИЧЕСКОЙ КРАПИВНИЦЕЙ
Синельникова Н.А.1, Бычкова Н.В.2, Калинина Н.М.2 
1 Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет, Санкт-Петербург, 
Россия  
2 Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины им. А.М. Никифорова МЧС России,  
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. С целью уточнения механизмов поддержания хронической крапивницы были изучены 
особенности активации базофилов в периферической крови у детей с различными типами хрониче-
ской крапивницы. Изложены результаты сравнительных исследований спонтанной активации базо-
филов, уровня общего иммуноглобулина Е и Т-хелперов 2 типа. Обследовано 47 детей с хроническим 
течением крапивницы, 70 детей с атопическим дерматитом в стадии обострения с разной степенью 
тяжести заболевания, 15 здоровых детей без проявлений аллергии и псевдоаллергии. Установлено, что 
у детей с обострением атопического дерматита (группа сравнения) наблюдалась высокая спонтанная 
активация базофилов, которая отличалась от группы здоровых детей и группы детей с хронической 
крапивницей. В группе пациентов с хронической крапивницей спонтанная активация базофилов была 
выше, чем у здоровых лиц, что определялось иммунными и неиммунными факторами в патогенезе за-
болевания. Показана положительная парная корреляция между уровнем общего иммуноглобулина Е 
и относительным количеством Т-хелперов 2 типа в периферической крови пациентов с хронической 
крапивницей, что подтверждает девиацию иммунного ответа в сторону Т-хелперного 2 типа. Получен-
ные результаты вносят вклад в понимание механизмов хронической крапивницы у детей. 

Ключевые слова: хроническая крапивница, базофилы, CD203c, IgE, T-хелперы 2 типа

FEATURES OF IMMUNE RESPONSE AND BASOPHIL 
ACTIVATION IN CHILDREN WITH CHRONIC URTICARIA
Sinelnikova N.A.a, Bychkova N.V.b, Kalinina N.M.b
a St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b All-Russian Center of Extremal and Radiation Medicine, Russian Ministry of Extreme Situations, St. Petersburg, 
Russian Federation

Abstract. Some features of peripheral bood basophil activation were studied in children with different types 
of chronic urticaria, in order to specify the sustaining mechanisms of chronic urticaria. This study presents 
comparative data concerning spontaneous basophil activation, IgE level and Th2 helper cells. We observed 
forty-seven children with chronic urticaria, seventy children with exacerbated atopic dermatitis with different 
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Введение
Данные последних лет расширили представ-

ления о роли базофилов в иммунной защите 
и показали значение этой популяции клеток в па-
тогенезе хронической крапивницы. Известно, 
что распространенность хронической крапив-
ницы колеблется от 1 до 5% в общей популяции 
и составляет 25-30% от общего числа всех форм 
крапивницы. В детском возрасте эта патология 
встречается реже, чем у взрослых [1]. По этой 
причине представления о патогенезе и участии 
иммунных механизмов при хроническом течении 
заболевания у взрослых часто являются основой 
суждений об иммунологических особенностях 
у детей, в том числе и об особенностях активации 
базофилов при данной патологии.

Тучным клеткам и базофилам принадлежит 
центральная роль в патогенезе всех форм крапив-
ницы. Их активация реализуется через специфи-
ческие рецепторы на мембране клеток. Деграну-
ляция базофилов сопровождается появлением 
активационных молекул – CD203c и СD63. Вы-
сокую экспрессию СD203с ряд авторов считает 
косвенным признаком аутоиммунного ответа 
при определенных особенностях течения хрони-
ческой крапивницы и результатах обследования 
[2, 3]. 

Определение количества активированных ба-
зофилов является новым и весьма перспектив-
ным тестом для выявления аллергии и псевдоал-
лергии [4].

Тест дает возможность как оценки спонтан-
ной активации базофилов периферической кро-
ви пациента, так и ремоделирования in vitro кон-
такта с предполагаемым аллергеном (спонтанная 
и индуцированная активация базофилов). Этот 
тест рекомендован для диагностики и подтверж-
дения как IgE-зависимой аллергии, так и псев-
доаллергических реакций в случаях противоре-
чивых или отрицательных результатов кожных 
тестов и специфических IgE, что актуально при 
хронической крапивнице, этиология которой ча-
сто остается неясной. 

Данные о преобладающей роли клеточного 
либо гуморального иммунного ответа при хро-

нической крапивнице противоречивы, так же 
как направление развития имунного ответа 
по Тh1-/Th2-типу [5, 6]. 

Целью исследования было изучение возмож-
ности применения теста активации базофилов 
при диагностике разных типов крапивницы. 

Материалы и методы
Обследовано 47 пациентов с хронической 

крапивницей от 9 месяцев до 18 лет (средний воз-
раст 9,4±0,72 года), госпитализированных в кли-
нику Санкт-Петербургского государственного 
педиатрического медицинского университета 
(СПбГПМУ), которые составили основную груп-
пу. Пациенты получали лечение в разных педиа-
трических отделениях клиники – аллерго-пуль-
монологическом, дерматовенерологическом, 
гастроэнтерологическом, кардиоревматологиче-
ском, нефрологическом и отделении эндокрино-
логии. Забор крови из вены проводили в период 
обострения хронической крапивницы по стан-
дартным правилам. 

Группу сравнения для обследованных детей 
с крапивницей составили 15 человек аналогич-
ного возраста, ранее не имевших клинических 
проявлений крапивницы и не страдающих со-
путствующей аллергопатологией. Вторую группу 
сравнения для детей с крапивницей составили 70 
пациентов с обострением атопического дерма-
тита от 1 года до 13 лет (средний возраст 4,3±3,5 
года) с разной степенью тяжести заболевания. 

Для уточнения возрастных особенностей ак-
тивации базофилов в исследование было вклю-
чено 15 здоровых лиц без проявлений аллергии 
и крапивниц в анамнезе в возрасте от 18 до 60 лет 
(средний возраст 45±5 лет).

Критериями включения пациентов в иссле-
дование являлись наличие рецидивирующего 
течения крапивницы на протяжении не менее 6 
недель, сохранение сыпи в течение не более 24 
часов. Критериями исключения были наличие 
клинических признаков системного процесса 
и ревматических заболеваний – характеристика 
кожного синдрома – резидуальные геморрагии, 
пурпура, наличие лихорадок при обострении 

disease severity, fifteen healthy children without signs of allergy, or pseudo-allergy. High degree of the basophil 
activation was detected in children with exacerbation of atopic dermatitis (a comparison group), which was 
different from the groups of healthy children and patients with chronic urticaria. Spontaneous basophile 
activation was higher in children with chronic urticaria than in healthy children, as influenced by immune and 
non-immune pathogenetic factors of the disease. A positive pairwise correlation was shown between total IgE 
level, and Th2 helper cell numbers in peripheral blood in patients with chronic urticaria, thus confirming a Th2 
immune shift. The results obtained contribute to our understanding of immune pathology in chronic urticaria. 

Keywords: chronic urticaria, basophils, IgE, CD203c, type 2 T-helper cells
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крапивницы, суставной синдром, лабораторные 
признаки «параклинической» активности воспа-
лительного процесса [7, 8]. 

Первичное клинико-лабораторное исследова-
ние проводилось в клинике СПбГПМУ и вклю-
чало в себя сбор анамнеза, общеклиническое 
обследование, копрологическое, паразитологи-
ческое исследование, изучение биохимических 
показателей крови, бактериологическое иссле-
дование (посев из зева, носа на флору), опре-
деление IgE общего методом твердофазного 
иммуноферментного анализа (ХемаМедика), ви-
русологическое исследование крови на наличие 
антител к вирусам Эпштейна–Барр, цитомегало-
вирусу, герпес-вирусам 1 и 2 типов, микоплазме 
и хламидиям pneumoniae. Проводилось УЗИ-ис-
следование органов брюшной полости, почек 
и щитовидной железы. Определение гормонов 
щитовидной железы, тиреоидных антител, поло-
вых гормонов проводилось по показаниям.

С целью уточнения характера крапивницы, 
кроме изучения анамнеза и лабораторных иссле-
дований, детям, достигшим 7 лет, при согласии 
родителей и эмоциональной стабильности ре-
бенка проводились провокационные пробы. 

Методы проведения провокационных тестов
Внутрикожная проба с аутосывороткой
Кожная проба с аутосывороткой информа-

тивна как скрининговый тест для выявления 
аутоиммунной крапивницы. За 48 часа до поста-
новки пробы отменяли прием антигистаминных 
препаратов. Образцы крови забирали в стериль-
ных условиях из кубитальной вены в вакуумные 
пробирки без гепарина. Кровь оставляли при 
комнатной температуре в течение 30 минут, затем 
центрифугировали при 400 g в течение 20 минут. 
При постановке кожной пробы использовали 
свежую сыворотку крови в объеме 50 мкл, кото-
рую вводили внутрикожно на внутренней поверх-
ности предплечья с помощью 0,5-1,0 мл шприца 
практически параллельно поверхности кожи 
(под углом 5-15°). Введение аутосыворотки про-
должали до образования волдыря, обычно 2-3 мм 
в диаметре. В качестве контроля в том же объеме 
внутрикожно вводили гистамин в концентрации 
10 мкг/мл (положительный контроль) и физио-
логический раствор (отрицательный контроль). 
Волдырь и геперемию оценивали через 30 минут. 
Диаметр волдыря и эритемы, записанные в мил-
лиметрах, сравнивали с размерами начального 
волдыря и/или отрицательным тест-контролем. 
Положительной считалась кожная проба, если 
диаметр волдыря превышал на 2 мм и более от-
рицательный тест-контроль. 

Кожные тесты, основанные на воздействии хо-
лода, давления

Для диагностики холодовой крапивницы 
использовали холодовой тест с кубиком льда 
(Дункан-тест). Кубик льда в пластиковом пакете 
располагали на коже пациента в области перед-
ней поверхности предплечья на 5-20 минут. По-
ложительной считалась проба, при которой через 
несколько минут после удаления стимула и со-
гревания кожи появлялся волдырь и эритема 
в месте экспозиции кубика льда. 

Для диагностики замедленной крапивницы 
от давления проводили провокации грузом от 2,5 
до 7 кг, который подвешивали на плечо, бедро 
или предплечье в течение 15 минут. Положитель-
ной проба считалась при появлении отсроченно-
го красного пальпируемого отека кожи, волдыря 
в месте давления. Реакция оценивалась через 6 
часов после окончания провокации. 

Методы исследования спонтанной активации 
базофилов, CD3, Th2 (CD3-CRTH2+)

Иммунологические исследования проводили 
на базе лаборатории клинической иммунологии 
Всероссийского центра экстренной и радиаци-
онной медицины им. А.М. Никифорова МЧС 
России (ВЦЭРМ). Изучение активации базофи-
лов проводили методом проточной цитометрии 
в цельной геперинизированной крови с исполь-
зованием набора Allerginicity kit (Cellular Analysis 
of Allergy, BECKMAN-COULTER), в котором 
идентификация базофилов осуществлялась 
с помощью маркеров CD3-CRTH2+ (CRTH2-
хемоаттрактантный рецептор, присутствующий 
как на Т-хелперах 2, так и на базофилах), а вы-
явление активации базофилов – по увеличе-
нию содержания клеток с высокой экспрессией 
CD203c. У каждого пациента исследовали спон-
танную активацию базофилов – долю клеток 
CD3-CRTH2+CD203c++ от общего количества ба-
зофилов в пробе с буферным раствором. Методи-
ка постановки активации базофилов с примене-
нием данного реагента позволяла одновременно 
в той же пробе дополнительно определить от-
носительное количество Т-лимфоцитов (CD3+) 
и Т-хелперов 2 (CD3+CRTH2+) в многопараме-
трическом анализе на основании позитивного 
гейтирования лимфоцитов по маркерам CD3 
и CRTH2.

Методика теста активации базофилов 
Allerginicity kit: 50 мкл цельной периферической 
крови окрашивали тройным коктейлем моно-
клональных антител CRTH2-FITC/CD203c-PE/
CD3-PC7 в присутствии буферного раствора в те-
чение 15 минут при 37 °С в темноте. Далее прово-
дили лизис эритроцитов лизирующим фиксиру-
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Рисунок 1. Мультипараметрический протокол с многоэтапным гейтированием
Примечание. А. Регион S включает все лейкоциты и исключает дебрис.
Б. Гейтирование по региону S. В регионе X все CRTh2+ лейкоциты, исключая эозинофилы. 
В. Гейтирование по S и X. В регионе Y CRTh2+CD203c+ лейкоциты (базофилы), исключая эозинофилы и Т-клетки.
Г. Гейтирование по S, X and Y. В регионе Z активированные базофилы CRTh2+CD203c++.
Д. Гейтирование по региону Lymph. В регионе О2 Т-хелперы 2 CD3+CRTh2+. 
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ющим реагентом, входящим в набор Allerginicity 
kit. Оценивали 500 базофилов методом проточ-
ной цитометрии в мультипараметрическом про-
токоле с многоэтапным гейтированием (рис. 1 
А-Г).

Методы статистической обработки полученных 
результатов

Для статистической обработки результатов 
использовали формализованные карты пациен-
тов, выполненные в формате Windows Microsoft 
Exel 7.0, которые включали данные анамнеза, 
клинические и лабораторные характеристики об-
следуемой группы больных. Статистический ана-
лиз проводили в программе Statistica 6.0 с опреде-
лением средних значений, стандартной ошибки 
и вариационного размаха. Достоверность разли-
чий в группах и связь показателей оценивали при 
помощи непараметрических критериев Манна–
Уитни, Вилкоксона и корреляционного анализа 
Спирмена с применением методов визуализации 
таблиц и гистограмм. Достоверными различия-
ми сравниваемых параметров считали значения 
р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Обследуемая группа детей, страдающих хро-

нической крапивницей, была неоднородна 
по возрастному составу, что потребовало услов-
но ее разделить с учетом возрастных иммуноло-
гических особенностей: от 0 до 2 лет – 7 чело-
век (15%), от 2 до 5 лет – 11 человек (24%) и от 5 
до 17 лет – 29 человек (61%). 

До момента включения пациентов в исследо-
вание длительность заболевания в среднем соста-
вила 2 года у 24 человек (52%), двое детей (4%) 
имели наибольшие по длительности сроки болез-
ни – 7 и 11 лет, а у 21 пациента (44%) крапивница 
рецидивировала менее года. 

Клинически 28 человек (60%) имели сочета-
ние крапивницы и ангиоотеков, у 19 пациентов 
(40%) были только проявления крапивницы.

Для уточнения характера крапивницы в обсле-
дуемой группе больных проводили анализ данных 
анамнеза. Было установлено, что у 27 больных 
(58%) отмечалась отягощенная наследственность 
по аллергии и псевдоаллергии, включая крапив-
ницу и ангиоотеки. При этом у 16 пациентов 
(34%) родственники страдали такими аллерги-
ческими заболеваниями, как атопический дер-
матит, аллергический ринит, бронхиальная астма 
без проявлений крапивницы и ангиоотеков, а у 11 
пациентов (24%) отягощенная наследственность 
включала сочетание аллергопатологии с наличи-
ем крапивниц и ангиоотеков в анамнезе.

Провоцирующими факторами обострений 
крапивницы были инфекционные и интеркур-
рентные заболевания, физические воздействия 
и стресс, идиопатические причины и сочетание 
перечисленных триггеров. При возникновении 
обострений на фоне инфекций, механических, 
стрессовых, холодовых факторов у 34 обследо-
ванных (72%) также отмечались эпизоды обо-
стрений с неустановленными причинами. 

Инфекционные факторы провоцирова-
ли появление крапивницы у 13 человек (27%) 
и включали преимущественно респираторные 
заболевания (ОРВИ), которые в некоторых слу-
чаях были первичными в дебюте болезни и диа-
гностировались как течение ВЭБ-инфекции у 3 
человек (6%), цитомегалии у 4 человек (8%), ре-
спираторного микоплазмоза у 6 человек (13%). 
Обострения хронической соматической патоло-
гии являлись триггерами у 22 пациентов (46%) 
и включали преимущественно аллергопатологию 
у 9 человек (19%) и хроническую патологию ЖКТ 
у 13 наблюдаемых (27%). 

В структуре физической крапивницы у 22 че-
ловек (72%) отмечались появления сыпи при ме-
ханических раздражениях, у 16 пациентов (51%) 
при стрессе и физической активности, у 5 человек 
(16%) при воздействии холодом и водой и у 4 че-
ловек (13%) обострения возникали при провока-
ции солнцем. Отмечалась сочетанность физиче-
ской крапивницы с другими формами крапивниц 
практически у каждого пациента. Изолированно 
физическая крапивница была диагностирована 
лишь у одного ребенка с холодовой крапивницей 
и положительным Дункан-тестом (2%). Провока-
ционные тесты были положительными не в каж-
дом анамнестически доказанном случае физиче-
ской крапивницы. Положительные результаты 
проб коррелировали со степенью выраженности 
обострения в момент проведения провокацион-
ных тестов. 

При изучении спонтанной активации базофи-
лов в группе пациентов с крапивницей было вы-
явлено повышение этого показателя у 25 человек 
(47%) (референтный интервал 0-8%), а у 9 паци-
ентов (19%) активация была более 16,5% с мак-
симальными значениями до 68%, что, по данным 
литературы, расценивается как косвенный при-
знак аутоиммунной крапивницы [9, 10]. Для под-
тверждения аутоиммунного генеза крапивницы 
20 детям (42%) старше 6 лет были проведены 
внутрикожные пробы с аутосывороткой. У 15 па-
циентов (75%) проба с аутосывороткой была по-
ложительная, что коррелировало со степенью по-
вышения активации базофилов.
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При анализе зависимости спонтанной акти-
вации базофилов от возраста пациентов было 
показано возрастание уровня спонтанной акти-
вации базофилов с увеличением возраста детей 
с хронической крапивницей. Средние значения 
данного показателя в разных возрастных группах 
представлены в таблице 1 (табл. 1). 

При остром начале заболевания активация ба-
зофилов зависела от типа иммунной активации, 
характерной для данного пациента. Максималь-
ные значения активации базофилов были больше 
в группе пациентов с длительностью заболевания 
менее 9 недель, что, по всей вероятности, опре-
деляется индивидуальными особенностями ре-
бенка на стрессорное воздействие. У детей с хро-
нической крапивницей, рецидивирующей более 
года, активация базофилов была меньше по срав-
нению с группой пациентов с течением хрони-
ческой крапивницы менее года, что, возможно, 
указывает на уменьшение спонтанной активации 
базофилов при более длительном, хроническом 

течении заболевания ввиду включения адаптаци-
онных механизмов (табл. 2). У 13 человек (33%) 
не выявлено повышения активации базофилов, 
что свидетельствует о преобладании других им-
мунных механизмов в воспалительных реакциях 
изучаемой патологии. 

В группах сравнения (дети и взрослые без ал-
лергопатологии и псевдоаллергии) спонтанная 
активация базофилов не превышала референт-
ные значения, но в первой группе сравнения, 
у здоровых детей, средние значения спонтанной 
активации были выше, чем в группе сравнения 
здоровых взрослых. В группе сравнения детей 
с обострением атопического дерматита наблю-
далась высокая спонтанная активация базофи-
лов, которая отличалась от группы здоровых де-
тей и группы детей с хронической крапивницей 
(табл. 3). 

Уровень общего иммуноглобулина Е превы-
шал референтные значения у 14 пациентов (30%) 
с хронической крапивницей. В среднем уровень 

ТАБЛИЦА 1. ЗАВИСИМОСТЬ СПОНТАННОЙ АКТИВАЦИИ БАЗОФИЛОВ И УРОВНЯ ОБЩЕГО IgE ОТ ВОЗРАСТА 
У ДЕТЕЙ С ХРОНИЧЕСКОЙ КРАПИВНИЦЕЙ (М±m)

Возраст
Спонтанная 
активация 

базофилов, % 

Референтные 
значения 

спонтанной 
активация 

базофилов, %

Уровень общего IgE, 
МЕ/мл

Референтные 
значения 

общего IgE,  
МЕ/мл

0-2 лет 4,15±0,2 0-8 6,1±1,8 0-17,4
2-5 лет 8,9±1,9 0-8 48,7±13 0-70
5-17 лет 13,89±3,1 0-8 171±37 0-110

ТАБЛИЦА 2. ЗАВИСИМОСТЬ СПОНТАННОЙ АКТИВАЦИИ БАЗОФИЛОВ ОТ ДЛИТЕЛЬНОСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ (М±m)

Показатель
Длительность заболевания

р < 0,05Менее года Более года
1 2

Спонтанная активация  
базофилов, % 16,9±0,8 8,8±0,9 1/2

ТАБЛИЦА 3. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ (М±m)

Показатель
Здоровые 

дети

Дети 
с хронической 
крапивницей

Дети 
с обострением 
атопического 

дерматита
Референтные 

значения р < 0,05

1 2 3
Спонтанная акти-
вация базофилов, 
% 

7,92±1,2 12,67±2,5 29,1±3,2 0-8% 1/2, 1/3, 2/3

СD3+CRTh2+, % 0,3±0,04 0,5±0,04 1,1±0,05 0,2-0,6 1/3, 2/3
СD3, % 69±1,5 71,26±1,05 75±1,3 65-73%
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общего IgE выходил за рамки референтного ин-
тервала исключительно в старшей возрастной 
группе (табл. 1), что, вероятно, соответствовало 
возрастным особенностям и более длительному 
течению сопутствующей аллергопатологии. 

При изучении корреляционных связей между 
показателями общего IgE и спонтанной актива-
цией базофилов выявлена статистически досто-
верная положительная корреляция между этими 
показателями в группах пациентов с крапивни-
цей и с обострением атопического дерматита, что 
указывает на общую направленность иммунного 
ответа. Значительное повышение иммуногло-
булина Е в сыворотке крови приводит к связы-
ванию IgE с его высокоаффинным рецептором 
на базофилах. Комплекс аллерген-специфиче-
ский иммуноглобулин Е-рецептор к IgE запу-
скает каскад активации базофилов, приводящий 
к дегрануляции клеток с высвобождением медиа-
торов аллергического воспаления.

Показана и положительная парная корреля-
ция между уровнем общего IgE и относительным 
количеством Тh2, что подтверждает девиацию 
иммунного ответа в сторону Тh2. 

В группе детей с хронической крапивницей 
корреляционный коэффициент был меньше 
(r = 0,3), чем в группе пациентов с атопическим 
дерматитом (r = 0,6), что отличает хроническую 
крапивницу от IgE-зависимых реакций, харак-
терных для апопической патологии. 

При оценке относительного количества 
Т-лимфоцитов (CD3) в основной (дети с хрони-
ческой крапивницей) и группах сравнения (здо-
ровые дети и дети с обострением атопического 
дерматита) были выявлены следующие измене-
ния: относительное количество Т-лимфоцитов 
(CD3) у пациентов с хронической крапивницей 
не отличалось от этого показателя у здоровых де-
тей и было в пределах нормы; у детей с обостре-
нием атопического дерматита относительное ко-
личество Т-лимфоцитов (CD3) было выше, чем 
в других группах, и выходило за рамки референт-
ного интервала (табл. 3).

При оценке относительного количества Th2 
в исследуемых группах детей были выявлены сле-
дующие результаты: относительное количество 
Th2 у детей с хронической крапивницей не пре-
вышало референтного значения у 42 человек 
(90%), у 5 пациентов (10%) этот показатель был 
повышен и колебался от 0,7 до 1,1; уровень Th2 
в группе сравнения здоровых детей находился 
в пределах нормы; у пациентов с обострением 
атопического дерматита относительное коли-
чество Th2 было самым высоким и достоверно 
отличалось от данного показателя в группе здо-

ровых детей и от количества Th2 в группе детей 
с хронической крапивницей (табл. 3).

Заключение
В ходе исследования показана гетерогенность 

хронической крапивницы у детей, установлено 
участие сопутствующей аллергопатологии и дру-
гих интеркуррентных заболеваний в обострении 
крапивницы и поддержании воспалительных 
процессов, неблагоприятно влияющих на обще-
соматический фон и способствующих хрониза-
ции изучаемой патологии. 

Результаты внутрикожного тестирования 
и положительная корреляция со степенью вы-
раженности активации базофилов позволили 
у старших детей в 75% случаев диагностировать 
аутоиммунную форму хронической крапивницы. 

В процессе исследования показано, что 
в группе пациентов с хронической крапивницей 
спонтанная активация базофилов была выше, 
чем у здоровых лиц, что определяется иммунны-
ми и неиммунными факторами в патогенезе за-
болевания. 

Процентное содержание Т-хелперов 2 в груп-
пе больных хронической крапивницей превыша-
ло данный показатель у здоровых лиц, но было 
меньше, чем относительное количество Тh2 
у детей с обострением атопического дерматита, 
что указывает на промежуточное положение ис-
следуемой патологии в ряду аллергических за-
болеваний, отличая иммунные механизмы при 
хронической крапивнице от IgE-зависимых ре-
акций. 

Согласно литературным данным, содержание 
Т-клеток, несущих CRTH2, в периферической 
крови невелико, но степень их активации выше, 
чем у негативных по CRTH2. Полученные дан-
ные свидетельствуют о повышенном содержа-
нии активированных эффекторных Т-хелперов 
в периферической крови пациентов с хрониче-
ской крапивницей, иммунный ответ у которых 
развивается преимущественно по Т-хелперному 
2 типу.

Тест на активацию базофилов in vitro – до-
ступный и перспективный метод исследования 
гиперчувствительности немедленного типа. Он 
подходит как для экспериментальных и фарма-
кологических исследований, так и для диагно-
стики в клинической практике. Определение 
дальнейших перспектив терапии возможно бла-
годаря возможности оценки степени активности 
заболевания в момент исследования, что необ-
ходимо при рецидивирующем течении хрониче-
ской крапивницы, требующей длительной меди-
каментозной терапии.
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УРОВНИ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ 6 И 10 В КРОВИ И МАРКЕРЫ 
ОСТРОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ ПОЧЕК В КРОВИ И МОЧЕ ПРИ 
ОСТРОМ КОРОНАРНОМ СИНДРОМЕ
Шаленкова М.А., Михайлова З.Д., Климкин П.Ф., Манюкова Э.Т.
ГБУЗ НО «Городская клиническая больница № 38», г. Нижний Новгород, Россия 

Резюме. Внимание исследователей привлекают данные о корреляции изменения уровней цитоки-
нов с дисфункцией почек и прогностическая роль повышения некоторых из них в отношении разви-
тия острого повреждения почек (ОПП) при различных формах ишемической болезни сердца (ИБС). 
Нами у 98 больных ИБС (93 – острый коронарный синдром [ОКС] и 5 – стабильная стенокардия 
[СтСт] II-III функционального класса) был изучен уровень интерлейкинов (IL)-6 и IL-10 в крови 
и их взаимосвязь с содержанием креатинина (sCr) в крови и липокалина (u-NGAL) в моче. У больных 
ОКС, по сравнению со СтСт, выявлено более высокое содержание IL-6 и IL-10, sCr, u-NGAL. Содер-
жание IL-6 и IL-10 было выше при ОКС без подъема сегмента ST (ОКСбпST) и при развитии ОПП. 
ОПП по уровню sCr чаще выявляли у пациентов с ОКСбпST. Уровень u-NGAL был выше при ОКС 

с подъемом сегмента ST (ОКСпST).

Ключевые слова: интерлейкины, креатинин, NGAL, острый коронарный синдром, острое повреждение почек

BLOOD LEVELS OF INTERLEUKIN-6 AND INTERLEUKIN-10 
IN SERUM AND BIOMARKERS OF ACUTE KIDNEY INJURY IN 
ACUTE CORONARY SYNDROME
Shalenkova M.A., Mikhailova Z.D., Klimkin P.F., Manyukova E.T.
Municipal Clinical Hospital N 38, N. Novgorod, Russian Federation

Abstract. Certain correlations between changes of cytokine levels and kidney dysfunction, as well as their 
prognostic significance for development of acute kidney injury (АКI) in different clinical forms of ischemic 
heart disease (IHD) seem to be worth of further studies. The levels of IL-6 and IL-10 and their correlation with 
serum creatinine (sCr) and lipocalin levels in urine (u-NGAL) were studied in 98 IHD patients, of them 93 
presented with acute coronary syndrome (ACS) and 5, with stable angina pectoris. ACS patients were found to 
have increased levels of IL-6, IL-10, sCr, u-NGAL. IL-6 and IL-10 contents proved to be increased in cases 
of non-ST-segment elevation ACS (NSTE-ACS), and during AKI development. According to serum creatinin 
levels, AKI was more frequently revealed in patients with NSTE-ACS. Urinary NGAL levels were found to be 
higher in ACS with ST segment elevation.

Keywords: interleukins, creatinine, neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), acute coronary syndrome, acute kidney injury
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Введение
Острый коронарный синдром (ОКС) ассо-

циирован с высоким риском развития не только 
сердечно-сосудистых осложнений, но и остро-
го повреждения почек (ОПП). В литературе об-
суждается диагностическое и прогностическое 
значение маркеров воспаления при различных 
формах ИБС, операциях на сердце, ожирении, 
метаболическом синдроме, сахарном диабете, 
гломерулонефритах в отношении развития ОПП 
[1-3, 5, 6, 8, 9]. Однако данные о корреляции из-
менения уровней цитокинов с дисфункцией по-
чек и прогностическая роль повышения неко-
торых из них (интерлейкин (IL) – 6, TNF-альфа 
и СРБ) в отношении развития ОПП с исходом 
в острую почечную недостаточность противоре-
чивы, в том числе у больных ОКС [6, 9].

По данным различных авторов (Thomas 
Nickolas, Max Delbruck, Helios Clinics, 2012), 
ОПП в 25-80% завершается смертью [10]. Имен-
но поэтому продолжается поиск биомаркеров 
ОПП на ранних этапах его развития для выяв-
ления более тяжелых больных с возможностью 
определения необходимости начала диализа 
во время госпитализации. В настоящее время 
открыты и изучаются более десятка биомарке-
ров: липокалин, ассоциированный с желатина-
зой нейтрофилов (NGAL), цистатин С, молеку-
ла повреждения почек – 1, белок, связывающий 
печеночные жирные кислоты L типа, интер-
лейкин-18, N-ацетил-B(D)-глюкозаминидаза, 
глутатион-S-трансферазы, α-1-микроглобулин, 
β-2-микроглобулин, СD11b нейтрофилов, про-
предсердный натрийуретический пептид, класте-
рин, ретинол-связывающий белок и др. [11, 12]. 
В ряде работ NGAL был более точным в диагно-
стике ОПП, предсказывал продолжительность 
и тяжесть заболевания, являлся наиболее точным 
предиктором смерти [10]. Однако, недостаточно 
данных о значимости NGAL в моче (u-NGAL) 
у больных ОКС [11, 12].

Цель работы: определить содержание IL-6 
и IL-10, креатинина в крови и NGAL в моче 
у больных ОКС.

Материалы и методы
В исследование включены 98 больных ИБС (70 

мужчин и 28 женщин) в возрасте от 31 до 76 лет 
(средний возраст 60±9 лет), доставленных в ин-
вазивный и неинвазивный стационар. Основная 
группа – 93 больных ОКС: 25 с подъемом сегмен-
та ST (ОКСпST) и 68 – без подъема сегмента ST 
(ОКСбпST); при наблюдении в клинике инфаркт 
миокарда (ИМ) развился у 53 и нестабильная 
стенокардия (НС) – у 40. Группа сравнения – 5 

больных стабильной стенокардией (СтСт) II-III 
функционального класса. 

Критериями исключения из исследования 
было наличие: сердечной недостаточности IIБ- III 
стадии; тяжелой дыхательной и/или почечной  
и/или печеночной недостаточности; заболева-
ний эндокринной и/или центральной нервной 
систем; острых инфекционных процессов; зло-
качественных новообразований; психической 
патологии лиц, не подписавших информирован-
ного согласия на участие в исследовании.

Диагноз ОКС, СтСт устанавливали в соот-
ветствии с рекомендациями ВНОК (2010) [4]. 
ОПП диагностировали согласно рекомендациям 
KDIGO (2012). Скорость клубочковой фильтра-
ции (СКФ) рассчитывали по формуле CKD- EPI 
(2011). Стадию хронической болезни почек 
(ХБП) определяли согласно Национальным ре-
комендациям (2012) [7]. 

У всех пациентов в 1-3 день госпитализации 
натощак забиралась венозная кровь с опреде-
лением в ней содержания IL-6 и IL-10 (пг/мл) 
иммуноферментным методом с использовани-
ем наборов ЗАО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск, 
Россия), согласно инструкции фирмы-изгото-
вителя; креатинина (sCr) (мкмоль/л) колориме-
трическим методом (кинетика) на анализаторе 
«AU400» фирмы «Beckman Сoulter» (США). По-
вторно определяли уровень sCr при ИМ и НС че-
рез 24-72 ч. В моче определяли u-NGAL (нг/ мл) 
также в 1-3 день госпитализации иммунофер-
ментным методом (Human Lipocalin-2/NGAL 
Quantikine ELISA, R&D Systems, США). 

Всем больным выполняли клинический ана-
лиз крови и мочи, биохимические показатели 
в соответствии с общепринятыми стандартами. 
Инструментальное обследование и лечение па-
циентов проводилось в соответствии с рекомен-
дациями ВНОК (2010) и утвержденными стан-
дартами [4]. 

Статистическая обработка осуществлялась 
с помощью специализированного пакета при-
кладных программ SPSS 17.0. В случаях срав-
нения групп по значениям отдельных призна-
ков при несвязанных выборках для сравнения 
количественных данных использовался U-тест 
Манна–Уитни. Для сравнения зависимых вы-
борок использовали критерий Вилкоксона, 
для сравнения качественных данных – точный 
критерий Фишера. Корреляционный анализ 
проводился по методу Спирмена. Для описатель-
ной статистики рассчитывались средние значе-
ния (Ме – медиана) в виде Mе (Q25; Q75), где Q25 
и Q75 – нижний и верхний квартили; относитель-
ные показатели в %. При приближенно нормаль-
ном распределении данные представлены в виде 
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среднего арифметического (М) и стандартного 
отклонения (±SD). Различия считали статисти-
чески значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Группы больных ИБС были сопоставимы 

по основным характеристикам: пол, возраст, 
данные анамнеза. Однако, в группе СтСт (80%) 
в сравнении с ОКС (28%) был чаще перенесен-
ный ИМ (p = 0,03). 

В крови максимальные уровни IL-6 и IL- 10 
выявлены при ОКС по сравнению со СтСт 
(р < 0,009 и р < 0,022) (табл. 1). 

Уровни IL-6 в группах ОКСпST и ОКСбпST 
были в 2,7 (р = 0,015) и 6 (р = 0,01) раз, а IL-10 
при ОКСбпST – в 26 (р = 0,011) раз выше, чем 
при СтСт. Содержание IL-6 и IL-10 было ниже 
при ОКСпST в сравнении с ОКСбпST, что, ви-
димо, связано с тактикой ведения данных паци-
ентов. Им проводили (при отсутствии противо-
показаний) тромболитическую терапию (ТЛТ) 
(на догоспитальном этапе и/или в первые часы 
госпитального периода) и значительно чаще вы-
полняли чреcкожное коронарное вмешательство 
(ЧКВ) на инфаркт-зависимой артерии, что по-
зволило уменьшить зону повреждения миокарда. 
Так, из 25 больных ОКСпST 8 пациентам про-
водили только ТЛТ, 1 – только ЧКВ, 5 – ТЛТ 
и ЧКВ. Высокий уровень циркулирующих IL-6 
и IL-10 при ОКСбпST отражал более выражен-
ную системную воспалительную реакцию, чаще 
на фоне неинвазивного лечения.

У больных разными формами ИБС прове-
ден анализ величины sCr (мкмоль/л) при посту-
плении (sCr1) и в динамике (sCr2) через 24-72 ч 
(табл. 1). 

В группе СтСт концентрация sCr была незна-
чимо ниже, чем при ОКС (р > 0,05). Исходно уро-
вень sCr (sCr1) был значимо выше при ОКСбпST, 
чем при ОКСпST (р = 0,005). У больных ОКС, 
как при ОКСпST (р = 0,022), так и при ОКСбпST 
(р = 0,01), наблюдалось достоверное повыше-
ние Ме sCr в динамике в сравнении с СтСт. Уро-

вень sCr (sCr2) также был значимо выше при 
ОКСбпST, чем при ОКСпST (р = 0,012). 

ОПП диагностировали с помощью базаль-
ного (расчетного – раннее ОПП) sCr, соответ-
ствующего СКФ 75 мл/мин/1,73 м2 и оценивали 
его в сравнении с sCr1. По расчетному sCr ОПП 
было диагностировано у 13 (14%) больных ОКС 
(ОКСпST – у 2, ОКСбпST – у 11). Из них ОПП 
1 стадии – у 11, 2 стадии – у 2 пациентов. У этих 
пациентов ОПП развилось на фоне ХБП С2-4: С2 
диагностирована у 2, С3а – у 6, С3б – у 3, С4 – у 2 
больных. У 2 больных сохранялось ОПП и в ди-
намике (sCr2 был больше sCr1, т.е. прогрессиро-
вало). По уровню sCr ОПП (позднее ОПП) в ди-
намике (у всех больных 1 стадия) выявлено еще 
у 6 (6,4%) пациентов ОКС (по нарастанию кре-
атинина, sCr2 > sCr1). Таким образом, по уров-
ню sCr ОПП было диагностировано у 19 (20,4%) 
больных ОКС (ОКСпST – у 2, ОКСбпST – у 4). 
У этих пациентов ОПП также развилось на фоне 
ХБП, но более легкого течения – С1-2: С1 диа-
гностирована у 4, С2 – у 2 больных. 

Один пациент с ОКСпST и ОПП 2 стадии, 
развившимся в подостром периоде ИМ, умер 
в стационаре от ОНМК.

Уровень u-NGAL был выше при ОКС, в боль-
шей степени (в 1,9 раза) при ОКСпST, в сравне-
нии со СтСт, однако различия были статистиче-
ски незначимыми.

При ОКС установлена прямая корреля-
ция между уровнем IL-6 и величинами IL-10 
(R = 0,653; p < 0,0001), sCr1 (R = 0,341; p < 0,001) 
и sCr2 (R = 0,280; p = 0,025); между содержа-
нием IL-10 и sCr1 (R = 0,455; p<0,0001) и sCr2 
(R = 0,475; p < 0,0001); между уровнем u-NGAL 
и IL-6 (R = 0,338; p = 0,027).

Диагностика ОПП по почасовому диурезу 
не осуществлялась, так как не было показаний 
для катетеризации мочевого пузыря. 

У больных ОКС проведен анализ уровня IL-6 
и IL-10 и u-NGAL при ОПП и без ОПП (табл. 2).

Ме IL-6 (р = 0,065) была выше в группе па-
циентов с ОПП, с максимальными значениями 

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ IL-6, IL-10, sCr1 И sCr2, u-NGAL У БОЛЬНЫХ РАЗНЫМИ ФОРМАМИ ИБС, Mе (Q25; Q75)

Показатели
Форма ИБС

ОКС (n = 93) ОКСпST (n = 25) ОКСбпST (n = 68) СтСт (n = 5)
IL-6, пг/мл 8,45 (1,6; 16,06) а 3,92 (1,64; 13,27) а 8,85 (1,58; 16,84) а 1,46 (0,1; 1,54) а

IL-10, пг/мл 2,01 (0,1; 3,14) а 0,1 (0,1; 2,55) b 2,63 (0,1; 3,14) аb 0,1 (0,1;0,1) а

sCr1, мкмоль/л 89,6 (73,8; 105) с 76,3 (63,7; 90,5) bс 94,6 (82,0; 105) bс 87,3 (78,5; 90,1) 

sCr2, мкмоль/л 97,0 (80,7; 105) с 80,6 (73,2; 100,1) bс 97,0 (82,8; 105) bс -
u-NGAL, нг/мл (n = 44) 3,9 (1,82; 9,66) 7,08 (1,41; 15,4) 3,57 (1,89; 5,3) 3,71 (2,16; 7,22)

Примечание. а – значимые различия при сравнении со СтСт; b – значимые различия между ОКСпST и ОКСбпST; с – 
значимые различия в группе ОКС между sCr1 и sCr2, р < 0,05.
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у лиц с ОПП, развившемся в динамике (3-5 сутки 
госпитального периода), чем у больных без него. 
Содержание IL-10 (р = 0,007) было значимо выше 
у лиц с ОПП, диагностированным по уровню sCr, 
с максимальными значениями в группе с расчет-
ным (ранним) ОПП (р = 0,017), в сравнении с па-
циентами без него. 

Уровень u-NGAL у лиц с ОПП (n = 19), диагно-
стированным по sCr, был незначимо (р = 0,063) 
выше, чем у лиц без ОПП. Согласно инструкции 
производителя, референсное значение уровня 
u-NGAL, позволяющее диагностировать ОПП, 
составляет > 72 нг/мл. Значения u-NGAL выше 
указанного уровня имели только 3 пациента 
ОКС. Лишь у 2 из них ОПП было диагностирова-
но по уровню sCr (у 1 – по расчетному и сохраня-
лось в динамике, у другого – в динамике). Один 
пациент из 3-х имел субклиническое ОПП (при 
отсутствии диагностического повышения sCr). 

При уровне u-NGAL более 72 нг/мл чувствитель-
ность и специфичность метода для диагностики 
ОПП составили 66,7 и 97,6%.

У больных разными формами ИБС диагности-
рована ХБП С1-4 (додиализные стадии), причем 
чаще диагностировали С2, независимо от формы 
ИБС (ОКС (49,5%), в том числе ОКСбпST (55,9%) 
и СтСт (80%)). Напротив, при ОКСпST в исследу-
емой выборке преобладала ХБП С1 (48%). 

Проанализированы уровни IL-6, -10 у боль-
ных ИБС с различными стадиями ХБП (табл. 3).

Ме IL-6 и IL-10 у пациентов ОКС при ХБП 
С2 была достоверно больше, чем у больных СтСт. 
У больных ОКС величина IL-6 и IL-10 имела 
прямую зависимость с тяжестью ХБП.

Таким образом, у больных ОКС выраженность 
воспалительной реакции, подтверждаемой с по-
мощью измерения концентрации IL-6 и IL- 10 
в крови, коррелировала с уровнем креатинина 

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ IL-6 И IL-10 У БОЛЬНЫХ ОКС С ОПП И БЕЗ ОПП, Mе (Q25; Q75)

Показатели

Больные ОКС (n = 93)

ОПП (n = 19) 
Расчетное

(раннее) ОПП 
(n = 13)

ОПП в динамике 
(позднее)

(n = 6)

Без ОПП 
(n = 74)

IL-6, пг/мл 9,56 (7,66; 23,28) 9,56 (8,29; 17,26) 10,91 (0,75; 64,84) 6,85 (1,54; 14,21)
IL-10, пг/мл 2,9 (2,51; 3,59) * 3,13 (2,52; 3,59) * 2,78 (0,57; 22,78) 0,18 (0,1; 3,05) *
u-NGAL, нг/мл 97,78 (3,72; 100,7) 97,78 52,21 (3,72; 100,7) 3,72 (1,81; 7,23)

Примечание. * – значимые различия при сравнении с группой без ОПП, р < 0,05.

ТАБЛИЦА 3. УРОВНИ IL-6, IL-10 У БОЛЬНЫХ ИБС  В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТАДИИ ХБП (CKD-EPI),  Mе (Q25; Q75)

Форма ИБС IL, 
пг/мл

Стадия ХБП
С1 С2 С3а С3б С4

СтСт 
(n = 5)

IL-6 0,1 1,5 (0,4; 1,54) с – – –
IL-10 0,1 0,1 (0,1; 0,1) с – – –

ОКС (n = 93)
IL-6 1,86  

(0,1; 9,61) а
7,9  

(1,61; 14,24) ас
11,6  

(8,61; 24,47) а
18,29  

(0,1; 30,65)
8,61  

(1,66; 14,16)

IL-10 0,1 (0,1; 0,14) b 2,29 (0,1; 3,13) bс 2,95 (2,52; 
4,05) b

1,9  
(0,1; 3,95)

2,9  
(0,1; 3,59)

ОКСпST 
(n = 25)

IL-6 4,76  
(1,03; 15,06)

2,89  
(1,67; 11,54)

7,9 (1,89; 
61,41) – 1,66

IL-10 0,1  
(0,1; 0,22) а

0,1  
(0,1; 3,02)

2,55  
(1,49; 22,84) а – 0,1

ОКСбпST 
(n = 68)

IL-6 0,98  
(0,1; 5,46) b

8,69  
(1,58; 16,15) b

13,52  
(8,77; 24,47) b

18,29  
(0,1; 30,65)

11,39  
(8,61; 14,16)

IL-10 0,1  
(0,1; 0,47) с

2,62  
(0,1; 3,13) с

2,95  
(2,59; 4,05) с

1,9  
(0,1; 3,95)

3,25  
(2,9; 3,59) с

Примечание. 1) в группе ОКС: а – между С1 и С3а, р = 0,002; С2 и С3а, р = 0,032 (IL-6); b – между С1 и С2, р = 0,005; С1 
и С3а, р < 0,001; С2 и С3а, р = 0,044 (IL-10); 2) с – между ОКС и СтСт при С2: IL-6 (р = 0,019), IL-10 (р = 0,042); 3) в группе 
ОКСпST: а – между С1 и С3а, р = 0,016 (IL-10); 4) в группе ОКСбпST: b – между С1 и С2, р = 0,011; С1 и С3а , р < 0,001; С2 
и С3а, р = 0,027 (IL-6) ; с – между С1 и С2, р = 0,01; С1 и С3а, р = 0,001; С1 и С4, р = 0,021 (IL-10). 
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в крови и липокалина 2 (NGAL) в моче, была бо-
лее выраженной у лиц с ОПП и имела линейную 
зависимость с тяжестью ХБП.

Заключение
У больных ОКС, по сравнению с пациентами 

СтСт, выявлено более высокое содержание IL-6 
и IL-10, креатинина в крови и NGAL в моче. Уров-
ни IL-6 и IL-10 в крови были выше у лиц с ОПП 
в сравнении с пациентами без ОПП. ОПП чаще 
диагностировали по уровню креатинина в крови, 
как по расчетному (раннее ОПП), так и в дина-
мике (позднее ОПП). Раннее ОПП развивалось 
чаще у пациентов ОКС с более тяжелым течени-

ем ХБП (С3-4 у 84,6%), напротив, позднее ОПП 
развивалось у лиц с ХБП С1-2 (100%). Величина 
u-NGAL позволяла чаще выявлять субклиниче-
ское ОПП. Получена линейная зависимость со-
держания IL-6 и IL-10 в крови с тяжестью ХБП 
у больных ОКС.

Уровень IL-6 и IL-10 в крови может быть ис-
пользован в качестве дополнительных диагно-
стических критериев для оценки выраженности 
системной воспалительной реакции при ОКС, 
ОПП. Уровни креатинина в крови и NGAL в моче 
позволяют диагностировать раннее и позднее 
ОПП, как клинически выраженное, так и суб-
клиническое.
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КОНЦЕНТРАЦИИ ТИРЕОИДНЫХ ГОРМОНОВ, ЦИТОКИНОВ 
И АЛЬФА-2-МАКРОГЛОБУЛИНА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
И СУПЕРНАТАНТАХ КУЛЬТУР КЛЕТОК КРОВИ ПРИ 
ДИФФУЗНОМ ТОКСИЧЕСКОМ ЗОБЕ

Зорина В.Н., Маклакова Т.П., Шепель Т.Т., Бойко О.Н., Зорина Р.М., 
Зорин Н.А.

ГБОУ ДПО «Новокузнецкий государственный институт усовершенствования врачей» МЗ РФ, г. Новокузнецк, 
Россия

Резюме. Изучено содержание ТТГ, Т4-своб., TNFα, IL-6, IFNγ и α2-МГ в сыворотке крови и су-
пернатантах краткосрочных культур клеток крови при ДТЗ на фоне обострения и после достижения 
эутиреоидного состояния в сравнении со здоровыми. Установлено, что в сыворотке крови при обо-
стрении не только достоверно повышен Т4-своб., при сниженном ТТГ, но и увеличено содержание 
IL-6, IFNγ, а также транспортирующего и регулирующего их синтез α2-МГ. Лечение Тиамазолом 
нормализовало гормональный профиль и снижало уровни α2-МГ, IL-6, IFNγ в крови, но не норма-
лизовало их полностью, а содержание TNFα даже повышалось. В супернатантах суточных культур 
клеток крови до лечения снижена активность митоген-индуцированного синтеза TNFα и IFNγ, уве-
личена спонтанная продукция IFNγ. После достижения эутиреоидного состояния на фоне приема 
Тиамазола, в супернатантах нестимулированных клеток сохранялись повышенные уровни IFNγ, до-
полнительно снижался синтез IL-6, а при митогенной стимуляции – нормализовался синтез IFNγ, 
но сохранялась сниженная активность секреции TNFα по сравнению с контролем. Уровень α2-МГ 
в супернатантах был стабилен и намного ниже, чем в сыворотке крови. Таким образом, купирование 
тиреотоксикоза Тиамазолом нормализует гормональный фон, но не способно нормализовать синтез 
цитокинов и регуляторно-транспортного α2-МГ, что способствует рецидивированию воспалитель-
ных реакций и реактивации аутоиммунных процессов.

Ключевые слова: диффузный токсический зоб, цитокины, альфа-2-макроглобулин, культуры клеток крови, супернатант, 
митогенная стимуляция, Тиамазол
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Введение
Диффузный токсический зоб (ДТЗ), или бо-

лезнь Грейвса, является распространенным 
орган-специфическим аутоиммунным заболе-
ванием. [6]. Развитие иммунологической толе-
рантности приводит к инфильтрации тканей 
лимфоцитами, продукции аутоантител, в том 
числе против тиреоид-стимулирующего гормо-
нального рецептора, что минимизирует стимули-
рующее действие ТСГ, гипертиреоидизму и диф-
фузной гиперплазии тканей щитовидной железы 
[4, 6]. Дисгормональные проявления ДТЗ успеш-
но купируются адекватной терапией [4], но ауто-
иммунные процессы зачастую сохраняются, что 
приводит к рецидивирующему течению болезни. 
Существенную роль в развитии аутоиммунных 
процессов играют нарушения молекулярных ме-
ханизмов межклеточных взаимодействий, осу-
ществляемых цитокинами, которые вовлечены 
в индуцирование эффекторной фазы иммунного 
ответа и развитие воспаления, стимулируют вы-
брос NO и простогландинов, а также могут на-

прямую повреждать клетки щитовидной железы, 
их уровни коррелируют с активностью заболева-
ния и снижаются при лечении [4, 6]. Секреция, 
транспорт и презентация цитокинов в свою оче-
редь зависят от α2-макроглобулина (α2-МГ) [1], 
однако его роль при ДТЗ до настоящего времени 
не изучалась. 

Целью нашего исследования было изучение 
соотношения тиреоидных гормонов, некоторых 
цитокинов и α2-МГ в сыворотке крови и супер-
натантах краткосрочных культур клеток крови 
при ДТЗ на фоне обострения и после достижения 
эутиреоидного состояния.

Материалы и методы
Группа больных ДТЗ состояла из пациенток 

эндокринологического отделения в возрасте 
42,7±2,8 лет. Диагноз основывался на клиниче-
ских признаках, результатах лабораторных ана-
лизов и данных УЗИ – у 60% ДТЗ установлен 
впервые, у 40% верифицирован рецидив заболе-

CONTENTS OF THYROID HORMONES, CYTOKINES AND 
α2-MACROGLOBULIN IN BLOOD SERA AND IN CULTURE 
SUPERNATES OF BLOOD CELLS FROM THE GRAVES DISEASE 
PATIENTS 

Zorina V.N., Maklakova T.P., Sheppel T.T., Boyko O.N., Zorina R.M., 
Zorin N.A.
Novokuznetsk State Institute of Postgraduate Medicine, Novokuznetsk, Russian Federation

Abstract. We had investigated levels of TTG, T4, TNFα, IL-6, IFNγ, and α2-MG in blood serum and 
supernates of short-term blood cultures in the patients with verified Graves disease before treatment and 
after reaching of euthyroid status, as compared with healthy controls. We have revealed that initial blood 
concentrations of free Т4 in the patients were increased, along with decrease in TSH, higher IL-6, IFNγ 
levels, as well as concentrations of α2-MG which participates in cytokine transport and synthesis. Thiamazole 
treatment normalized the hormonal profile and reduced blood levels of IL-6, IFNγ and α2-MG, however, 
without complete normalization, along with increase of serum TNFα contents. It was shown, that the 
patients before treatment had decreased in vitro response of cells to the mitogenic stimulation as shown 
by decreased induction of TNFα and IFNγ production, along with, increased spontaneous IFNγ levels. 
When reaching euthyroid state after Thiamazole administration, we observed an increased spontaneous 
IFNγ synthesis, decreased IL-6 production in resting cultures. In mitogen-stimulated cell cultures from the 
treated patients, IFNγ contents became normal, however, TNFα secretion remained lower than in controls. 
The α2-MG levels in supernates were stable and significantly lower, than in serum. We may presume that 
thyrotoxicosis treatment with Thiamazole causes stabilization of the endocrine state, however, being not 
sufficient for normalized production of cytokines, as well as α2-MG, with its regulatory and transporter 
functions, thus promoting recurrence of disease and reactivation of autoimmune events.

Keywords: Graves disease, cytokines, α2-macroglobulin, blood cells cultures, supernatant, mitogen stimulation, Thiamazole
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вания. Критериями исключения были наличие 
сопутствующих аутоиммунных либо воспали-
тельных заболеваний иного генеза, подострого 
амиодарониндуцированного тиреоидита и уз-
ловых новообразований в щитовидной железе. 
Исследование проводилось на фоне манифеста-
ции заболевания (35 чел.) и через 4-6 месяцев 
(25 чел.) при достижении эутиреоидного состо-
яния назначением Тиамазола (суточная доза 20-
30 мг/ сутки с переходом на поддерживающую 
10 мг/ сутки). Контрольная группа состояла из 25 
практически здоровых женщин сравнимого воз-
раста (39,8±3,6 лет), отобранных на основании 
стандартных профосмотров. Супернатанты су-
точных культур клеток крови анализировались 
у 10 больных до лечения, у 10 – после достижения 
эутиреоидного состояния и у 12 женщин кон-
трольной группы. Получено информированное 
согласие на участие в исследовании и обработку 
персональных данных.

Образцы крови из локтевой вены использо-
вались для получения сыворотки и для культи-
вирования клеток крови при помощи наборов 
«Цитокин-стимул-Бест» (ЗАО «Вектор-Бест», 
Россия). Культивирование проводилось по ин-
струкции в течение 24 ч, стимуляция клеток осу-
ществлялась липополисахаридом пневмококка, 
фитогемагглютинином-Р и конканавалином-А. 
Сыворотку крови и супернатанты культур клеток 
отделяли центрифугированием. Индекс стимуля-
ции (ИС) рассчитывали как отношение концен-
траций исследуемых белков в митоген-стимули-
рованных супернатантах культур клеток крови 
к спонтанной продукции.

Для определения уровней свободного Т4 
и ТТГ, а также цитокинов (IL-6, TNFα и IFNγ) 
использовали коммерческие наборы (ЗАО 
«Вектор-Бест», Россия) для твердофазного им-
муноферментного анализа (ИФА) и оборудова-
ние для проведения ИФА (Bio-Rad, США). Кон-
центрацию α2-МГ в сыворотке крови определяли 

методом количественного низковольтного ракет-
ного иммуноэлектрофореза, а в супернатантах – 
методом ИФА с использованием исследователь-
ских тест-систем, разработанных на базе НИЛ 
иммунологии ГБОУ ДПО НГИУВ.

Статистическая обработка результатов прово-
дилась при помощи программы для биостатисти-
ки InStat-2 (GraphPad, США).

Результаты
При манифестации ДТЗ концентрация ТТГ 

в сыворотке крови была в 45 раз ниже, чем у здо-
ровых, и нормализовалась при лечении Тиама-
золом (табл. 1). Соответственно, уровень сво-
бодного Т4 на фоне обострения заболевания был 
в 3,6 раза выше нормы и снижался при достиже-
нии эутиреоидного состояния. Кроме того, при 
обострении ДТЗ в полтора раза была увеличена 
концентрация α2-МГ в сыворотке крови, лече-
ние не приводило к нормализации уровня этого 
белка, хотя и способствовало достоверному сни-
жению по сравнению с обострением заболева-
ния. При этом концентрация TNFα в сыворотке 
крови не отличалась от показателей контроль-
ной группы при обострении ДТЗ и удваивалась 
на фоне лечения. Уровень IL-6 при манифеста-
ции ДТЗ был в 20 раз выше контрольных значе-
ний, снижался и на фоне лечения, но не норма-
лизовался полностью, оставаясь повышенным 
в 6 раз. Содержание IFNγ в сыворотке крови 
превышало норму и практически не снижалось 
при достижении эутиреоидного состояния. 

В супернатантах суточных культур клеток кро-
ви (табл. 2) концентрация α2-МГ была практиче-
ски одинаковой в норме, при обострении ДТЗ, 
и на фоне лечения, как при спонтанном синтезе, 
так и при стимуляции. В целом его уровни в су-
пернатантах были в 60-80 раз ниже, чем в сыво-
ротке крови.

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ ГОРМОНОВ, ЦИТОКИНОВ И α2-МГ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПРИ ДТЗ

Показатели Контрольная группа ДТЗ  
до лечения

ДТЗ эутиреоидное 
состояние

ТТГ (мЕ/л) 1,37±0,16 0,03±0,01* 2,67±0,72**
Т4-своб. (нмоль/л) 16,38±0,71 59,08±6,18* 14,67±1,40**
α2-МГ (г/л) 1,89±0,06 2,85±0,1* 2,37±0,1*, **
TNFα (пкг/мл) 0,9±0,2 1,1±0,1 1,9±0,2*, **
IL-6 (пкг/мл) 0,5±0,1 9,4±0,9* 3,0±0,8*, **
IFNγ (пкг/мл) 1,8±0,3 4,6±0,7* 3,4±0,8*

Примечание. В скобках указано количество обследованных, * – достоверные различия (Р < 0,05) между ДТЗ и контрольной 
группой; ** – достоверные отличия между показателями групп ДТЗ.
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Секреция TNFα в культуре (табл.2) при ДТЗ 
была достоверно ниже показателей контроль-
ной группы и не изменялась при достижении 
эутиреоидного состояния. Индекс стимуляции 
при обострении ДТЗ был выше, чем в контроль-
ной группе (688 против 440) и снижался при 
лечении до 283. Спонтанная продукция данно-
го цитокина в культуре клеток увеличивала его 
концентрацию в супернатантах в 16 раз по срав-
нению с сывороткой крови в контрольной груп-
пе, а митогенная стимуляция – в 6850 раз. Се-
креция TNFα в нестимулированных культурах 
клеток при манифестации ДТЗ была выше толь-
ко в 4 раза по сравнению с сывороткой крови, 
а митогенная стимуляция увеличивала различие 
до 2500 раз. При достижении эутиреоидного со-
стояния спонтанная продукция цитокина клет-
ками увеличивала его концентрацию в супер-
натантах в 2,6 раза по сравнению с сывороткой 
крови, а митогенный ответ был в 743 раза актив-
нее.

Содержание IL-6 в супернатантах нестиму-
лированных культур клеток крови было прак-
тически идентично в контрольной группе и при 
ДТЗ до лечения, но снижалось при лечении Ти-
амазолом более чем в 2 раза, при стимуляции 
достоверных различий не обнаружено. Индекс 
стимуляции при ДТЗ до лечения был сопоста-
вим с нормой (193 и 209 соответственно) и уве-
личивался практически вдвое после примене-
ния Тиамазола (до ИС = 417). Содержание IL-6 
в супернатантах при спонтанном синтезе было 
в десяток раз выше, чем в сыворотке крови при 
ДТЗ (в норме – в 200 раз). При митогенной сти-
муляции суточных культур наименьший ИС 
был при ДТЗ до лечения (1871), при достиже-
нии эутиреоидного состояния повышался (ИС = 
6041), но не достигал контрольных значений  
(ИС = 44176).

IFNγ в супернатантах нестимулированных 
культур клеток крови контрольной группы фак-

тически не обнаруживался и был минимален при 
ДТЗ вне зависимости от активности процесса. 
При митогенной стимуляции концентрация ин-
терферона в супернатантах была намного выше, 
причем в норме и на фоне лечения Тиамазолом 
она была в среднем в 2 раза выше, чем при обо-
стрении. При сравнении содержания IFNγ в сы-
воротке крови и в супернатантах после суточно-
го культивировния клеток крови не обнаружено 
различий при спонтанной секреции, а при добав-
лении митогенов различие в норме составляло 
более чем 600 раз, при достижении эутиреоид-
ного состояния около – 300 и при обострении – 
около 100 раз. 

Обсуждение
Как и предполагалось, концентрации ТТГ 

и свободного тироксина нормализовались при 
достижении стойкого эутиреоидного состояния 
при лечении Тиамазолом в течение 4-6 месяцев 
[4]. Однако результаты исследования уровней 
α2-МГ и цитокинового профиля не столь одно-
значны.

Известно, что трансформированный про-
теиназами МГ связывает и транспортирует липо-
полисахариды, лектины и цитокины к клеткам, 
где либо запускает каскад реакций форфорили-
рования через стерженьковые рецепторы (grp78 
и пр.), либо поглощается клеткой через рецеп-
торы эндоцитоза (LRP) с дальнейшим процес-
сингом и запуском биосинтеза соответствующих 
молекул [1]. Поскольку нами выявлено накопле-
ние α2-МГ в циркуляции, а лечение снижает, но 
не нормализует его количество, можно предпо-
ложить, что при ДТЗ либо изменен синтез и, со-
ответственно, спектр регуляторных воздействий, 
реализуемых α2-МГ, либо нарушены процессы 
его утилизации. В целом количество α2-МГ, спо-
собного связать цитокины в крови при ДТЗ, до-

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ ГОРМОНОВ, ЦИТОКИНОВ И α2-МГ В СУПЕРНАТАНТАХ СУТОЧНЫХ КУЛЬТУР КЛЕТОК 
КРОВИ ПРИ ДТЗ

Показатели
Контрольная группа ДТЗ до лечения ДТЗ эутиреоидное состояние

Спонтанный
синтез

Митогенная 
стимуляция

Спонтанный
синтез

Митогенная 
стимуляция

Спонтанный
синтез

Митогенная 
стимуляция

TNFα (пкг/мл) 2,8±0,6 1233±228,7 0,8±0,5 550,5±134,3* 1,0±0,6 282,6±69,6*
IL-6 (пкг/мл) 105,5±23,7 22088±3770 90,4±39,7 17402±2306 43,5±15,4* 18124±6499
IFNγ (пкг/мл) 0 1233±228,7 0,8±0,5* 517,8±79,9 ** 1,0±0,6* 1070,4±221,3**
α2-МГ (г/л) 0,032±0,004 0,030±0,002 0,034±0,003 0,034±0,003 0,030±0,002 0,030±0,003

Примечание. См. пояснения к таблице 1.
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статочно и даже избыточно, притом что период 
полувыведения комплекса трансформированно-
го α2-МГ с цитокинами не превышает 1-2 минут 
и количество данных форм в циркуляции мини-
мально (1-2% от общего пула). Поскольку синтез 
α2-МГ индуцирует IL-6 [1], избыток данного ци-
токина при ДТЗ, обнаруженный нами и другими 
авторами [4, 6], может быть причиной повыше-
ний уровней α2-МГ в циркуляции. Антагонистом 
IL-6 является TNFα, блокирующий транскрип-
цию гена α2-МГ [1], что может способствовать 
снижению концентрации последнего в крови 
при повышении уровней TNFα на фоне лечения. 
С другой стороны, избыток IFNγ блокирует экс-
прессию рецепторов эндоцитоза на поверхности 
клеток-мишеней [5], что может приводить к за-
держке α2-МГ в циркуляции и препятствовать 
проведению сигналов через LRP как при мани-
фестации ДЗТ, так и при достижении эутиреоид-
ного состояния. 

Содержание всех изученных цитокинов в кро-
ви при ДТЗ было повышено, что совпадает с ли-
тературными данными [4, 6], а отсутствие норма-
лизации их уровней на фоне лечения Тиамазолом 
свидетельствует о том, что купирование симпто-
матики не устраняет причину заболевания и риск 
рецидивирования. 

Согласно полученным данным, концентрация 
α2-МГ в супернатантах краткосрочных культур 
клеток крови была резко снижена по сравнении 
с сывороткой крови, как при отсутствии, так и 
при наличии митогенов. Мы предполагаем, что 
причиной подобного явления служит активный 
эндоцитоз данного белка, на который не оказы-
вают существенного влияния липополисахариды 
и лектины, притом что способность клеток крови 
к синтезу α2-МГ значительно ниже, чем синте-
тический потенциал гепатоцитов, где и образует-
ся подавляющая часть циркулирующего α2-МГ 
[1]. При активном эндоцитозе стимулирующих 
факторов (в т.ч. цитокинов) в составе комплек-
са с α2-МГ большая их часть попадает внутрь 
клеток-мишеней не позднее 30 минут от начала 
реакции, запуская митоз клеток через трансмем-
бранные стержневые рецепторы – пик секреции 
цитокинов в культурах клеток обычно составляет 
от 3 до 24 часов [3]. 

Синтез предшественников цитокинов проис-
ходит в рибосомах, они доставляются к цитоплаз-
матической мембране и экспрессируются в виде 
типичного трансмембранного стержневого ре-
цептора, а для высвобождения цитокина (раство-
римая форма) путем лизиса определенных связей 

необходимо наличие соответствующих гидролаз 
[2]. В их числе – костная морфогенетическая 
протеиназа BMP-1, входящая в состав литиче-
ского домена CUB макроглобулинов, компонен-
тов системы комплемента и металлопротеиназ 
семейства ADAMTS [2]. Обнаруженное в рамках 
данного исследования существенное количество 
цитокинов в супернатантах культур клеток свиде-
тельствует как об активизации биосинтеза цито-
кинов, так и достаточности гидролазного потен-
циала для отделения их от цитоплазматических 
мембран клеток крови.

В нестимулированных культурах клеток кон-
трольной группы обращает на себя внимание 
явное превалирование секреции IL-6 над иными 
цитокинами, обнаруживаемое ранее и другими 
авторами в культурах мононуклеаров [4]. Воз-
можно, оно направлено на стимуляцию воспол-
нения дефицита α2-МГ, регулируемую по типу 
обратной связи, но биосинтетические возмож-
ности клеток крови для этого явно недостаточ-
ны. Оппозитное влияние двух других цитокинов 
на IL-6 в спонтанных культурах клеток крови 
прослеживается только при достижении эутире-
оидного состояния при ДЗТ и может быть слу-
чайным. Нами не обнаружена активация синте-
за TNFα в культуре клеток крови, аналогичная 
активации синтеза в культурах мононуклеаров, 
описываемой другими авторами [4].

Сходная картина имеет место и при митоген-
ной стимуляции – синтез IL-6 явно превалирует 
над секрецией иных цитокинов, причем лечение 
ДТЗ Тимазолом не оказывает на него существен-
ного влияния. При стимуляции культур митоге-
нами секреция TNFα при ДТЗ достоверно сни-
жена, что может быть связано с блокирующим 
действием избытка IL-6 на его секрецию. 

Накопление цитокинов в супернатантах 
на фоне снижения количества α2-МГ может быть 
связано со снижением активности эндоцитоза 
как под влиянием IFNγ [5], так и за счет повреж-
дения молекул α2-МГ NO-радикалами, высво-
бождающимися под влиянием цитокинов [6], что 
снижает сродство α2-МГ к рецепторам [1].

Таким образом, применение Тиамазола нор-
мализует гормональный фон и купирует клиниче-
ские проявления тиреотоксикоза, но не способно 
нормализовать синтез цитокинов и регуляторно-
транспортного α2-МГ, что приводит к рецидиви-
рованию воспалительных реакций и реактивации 
аутоиммунных процессов.
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ГОМОЛОГИЧНЫЙ И ГЕТЕРОЛОГИЧНЫЙ ГУМОРАЛЬНЫЙ 
И Т-КЛЕТОЧНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ ЛЮДЕЙ НА ЖИВЫЕ 
РЕАССОРТАНТНЫЕ ГРИППОЗНЫЕ ВАКЦИНЫ А(Н5N2) 
И А(Н7N3)
Найхин А.Н.1, Донина С.А.1, Лосев И.В.1, Петухова Г.Д.1, 
Кореньков Д.А.1, Стукова М.А.2, Ерофеева М.К.2, Коншина О.С.2, 
Смолоногина Т.А.1, Дорошенко Е.М.1, Григорьева Е.П.1, 
Руденко Л.Г.1

1 ФГБУ «Научно-исследовательский институт экспериментальной медицины» СЗО РАМН, Санкт-
Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа» МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. С начала века периодически регистрируются среди людей вспышки гриппа А, вызванные 
птичьими вирусами с гемагглютининами (НА) Н5, Н7 и Н9. Это не исключает, что данные вирусы 
могут стать возбудителями следующей пандемии. Поэтому создание резервных вакцин, включающих 
птичьи вирусы гриппа А является глобальным приоритетом для органов здравоохранения (мемо-
рандум ВОЗ). Нами изучен гуморальный и Т-клеточный иммунный ответ на живые реассортантные 
гриппозные вакцины (ЖГВ), приготовленные из птичьих вирусов гриппа А(Н5N2) и А(Н7N3). Те-
стировали сывороточные (РТГА, РМН, ИФА) и локальные (ИФА) антитела, а также вирусспецифи-
ческие CD4+ и CD8+Т-клетки центральной (Тcm) и эффекторной (Тem) иммунологической памяти. 
Изучали иммунный ответ к вакцинным и гетерологичным штаммам птичьих вирусов. Двухкратная 
прививка ЖГВ А(Н5N2) и ЖГВ А(Н7N3) индуцировали у волонтеров гомологичный и Т-клеточный 
иммунный ответ в виде конверсий сывороточных и локальных антител, а также вирусспецифиче-
ских CD4+/CD8+Т-лимфоцитов пулов Тcm и Тem. Те же вакцины стимулировали гетерологичный 
иммунный ответ, отражавшийся в накоплении перекрестнореагирующих сывороточных и локаль-
ных IgA-антител, а также перекрестнореагирующих CD4+/CD8+Т-клеток иммунологической памяти. 
Выраженность гетерологичных иммунных ответов зависела от антигенной формулы вакцинного и ге-
терологичного вируса, а именно: от наличия или отсутствия в них общего НА.

Ключевые слова: птичьи вирусы гриппа, иммунный ответ к вирусам гриппа А, гуморальный иммунный ответ
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HOMOLOGICAL AND HETEROLOGICAL ANTIBODY AND T 
CELL IMMUNE RESPONSES TO LIVE ATTENUATED INFLUENZA 
VACCINE A (H5N2) AND A (H7N3)
Naykhin A.N.a, Donina S.A.a, Losev I.V.a, Petukhova G.D.a, 
Korenkov D.A.a, Stukova M.A.b, Erofeeva M.К.b, Konshina O.S.b, 
Smolonogina T.A.a, Doroshenko Е.М.a, Grigorieva E.P.a, Rudenko L.G.a
1 Research Institute for Experimental Medicine of the North-West Branch of the Russian Academy of Medical Sciences, 
St. Petersburg, Russian Federation  
2 Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. From the beginning of 21th century outbreaks of H5, H7 and H9 avian flu are registered from time 
to time. These viruses are considered as one of the possible causes of the next pandemia. The development of 
avian influenza vaccines is one of the WHO priorities. The aim of this work was to study antibody and cellular 
immune responses to avian A (H5N2) and A (H7N3) live attenuated influenza vaccines (LAIVs). We examined 
serum antibodies (HAI assay, microneutralization assay, ELISA), local antibodies (ELISA) and virus-specific 
CD4+ and CD8+ central memory and effector memory T cells. Two doses vaccination of healthy volunteers 
with A (H5N2) and A (H7N3) LAIVs induced homological antibody and cellular immune responses (i. e. 
serum and local antibody conversions, virus-specific memory T cell growth). These vaccines also stimulated 
heterological immunity (heterological serum and local antibodies and T cells). Heterological immune response 
intensity depended on antigenic structure of vaccine strain and heterological virus, particularly on HA type. 

Keywords: avian influenza viruses, immune response to influenza A viruses, humoral immune response

Работа выполнена при финансовой поддержке PATH Vaccine Solutions (США) и Российского фон-
да научных исследований. Авторы выражают благодарность сотрудникам фондового агентства PATH 
Vaccine Solutions (США) и ФГУП «Научно-производственное объединение по медицинским иммуно-
биологическим препаратам «Микроген» МЗ РФ за активное участие в проведении клинических ис-
следований ЖГВ А(Н5N2) и А(Н7N3).

Введение
Вирусы гриппа А, кроме ежегодных сезонных 

эпидемий, вызывают пандемии. Этиологически-
ми агентами таких пандемий являются серопод-
типы вируса с обновленным гемагглютинином. 
В последнее столетие зафиксированы пандемии 
гриппа А(Н1N1), А(Н2N2) и А(Н3N2). С нача-
ла 21го века периодически регистрируются среди 
людей вспышки гриппа А, вызванные птичьими 
вирусами с гемагглютининами Н5, Н7 и Н9 [12, 
14, 15, 26, 29]. Вспышки гриппа А(Н5N1) сопро-
вождались тяжелыми клиническими проявлени-
ями болезни с высокой летальностью [13]. Хотя 
невозможно предсказать возбудитель следующей 
пандемии, не исключено, что это будет птичий 
вирус гриппа А с одним из перечисленных выше 
гемагглютининов. Это диктует необходимость 
создания резервных вакцин, приготовленных 
из всех потенциально пандемических птичьих 
подтипов вирусов гриппа А. Согласно меморан-

думу ВОЗ [28], создание таких вакцин является 
глобальным приоритетом для органов здравоох-
ранения. Известно, что живые реассортантные 
гриппозные вакцины (ЖГВ) имеют преимуще-
ство перед инактивированными вакцинами в за-
щите от сезонных возбудителей гриппа А за счет 
индукции локального гуморального и клеточного 
иммунитета [13]. В США проведены первые фазы 
клинических испытаний на волонтерах резерв-
ных реассортантных ЖГВ А(Н5N1) [11], А(Н6N1) 
[21], А(Н7N3) [22] и А(Н9N2) [10], включающих 
оба поверхностных белка, то есть гемагглютинин 
(НА) и нейраминидазу (NА), от соответствующих 
птичьих вирусов, и внутренние белки от донора 
аттенуации А/Ann Arbor/6/60 А(Н2N2). Анало-
гичные клинические испытания прошла отече-
ственная ЖГВ А(Н5N2), имеющая НА от апато-
генного вируса А/утка/Потсдам/86/92(Н5N2), 
а NA и внутренние белки от донора аттенуации 
А/Leningrad/134/17/57 (H2N2) [4, 9]. 
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В настоящей работе представлены данные 
об иммуногенности двух других отечественных 
резервных ЖГВ, приготовленные на основе того 
же донора аттенуации. Изучали в разных лабо-
раторных тестах поствакцинальную продукцию 
гомологичных и гетерологичных сывороточных 
и локальных антител, а также вирусспецифиче-
ских Т-клеток иммунологической памяти.

Материалы и методы
Вакцины 
Вакцинные штаммы для ЖГВ А(Н5N2) и  

А(Н7N3) разработаны в отделе вирусологии 
имени А.А. Смородинцева Научно-исследова-
тельского института экспериментальной ме-
дицины Российской академии наук и произве-
дены в НПО «Микроген». Штаммы получены 
классическим реассортантным методом. Первая 
из них включала НА Н5 от патогенного вируса 
А/индюк/Турция/1/2005 (Н5N1),а NА N1 и все 
внутренние белки – от донора аттенуации А/Ле-
нинград/134/17/57 (Н2N2) – генетическая фор-
мула 1/7. Второй штамм содержал НА Н7 и NА 
N3 от апатогенного вируса А/селезень/Нидер-
ланды/12/00 (Н7N3) и внутренние белки от того 
же донора аттенуации – генетическая формула 
2/6. Для обеспечения безопасности лаборатор-
ных работ вакцинные НА Н5 и НА Н7 доктором 
J.Wood были модифицированы обратногенетиче-
ским способом – вырезка полноосновного участ-
ка кливедж-сайта (National Institute for Biological 
Standartization and Control, United Kingdome). 
Это делало их апатогенными. Для удобства из-
ложения материала далее ранее апробированная 
ЖГВ А/утка/Потсдам/86/92 (Н5N2) [4, 9] обо-
значается как ЖГВ А(Н5N2)-утка, а испытуемая 
ЖГВ А/индюк/Турция/1/2005 (Н5N2) – как ЖГВ 
А(Н5N2) – индюк. 

Волонтеры 
Испытание вакцин на волонтерах проведены 

в полном соответствии с национальным стандар-
том Российской Федерации (ГОСТ Р52379-2005) 
«Надлежащая клиническая практика», отражаю-
щем международный этический и научный стан-

дарт планирования и проведения исследований 
с участием человека (Good Clinical Practice; GCP). 
Схема вакцинации и отбора биологических проб 
(венозная кровь, секреты носа) при испытании 
обоих штаммов была одинаковой: первая точ-
ка – до вакцинации, вторая – через 28 дней по-
сле первичной вакцинации, третья – через 28 
дней после вторичной вакцинации, которую осу-
ществляли через 28 дней после первичной. Ана-
логичная схема применялась и при обследовании 
контрольных групп добровольцев, получавших 
препарат плацебо (все ингредиенты наполнителя 
без вируса). Состав групп по числу, полу и возра-
сту существенно не отличался (табл. 1). Вакцины 
и плацебо вводили стандартным коммерческим 
распылителем в обе ноздри по 0,25 мл в каждую. 
По клиническим данным обе вакцины были аре-
актогенны.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА) 
РТГА воспроизводили по стандартной мето-

дике [17]. Сыворотки крови обрабатывали RDE 
(receptor destroid enzime). Рабочая доза антигенов 
составляла 2АЕ, поскольку в предварительных 
исследованиях было показано ее преимущество 
перед 4АЕ. Применяли параллельно 1% взвесь 
человеческих эритроцитов 0(I) группы крови 
и эритроцитов лошади. Достоверной конверси-
ей титров антител считали его поствакцинальное 
увеличение в 4 и более раза по отношению к до-
вакцинальному. 

Реакция микронейтрализации (РМН) 
РМН выполняли стандартным методом [17] 

на культуре клеток MDCK в концентрации 200 
тыс. клеток/мл. Рабочее разведение вируса со-
ставляла 100 TCD50/50 мкл. Достоверным счита-
ли увеличение титра сывороточных антител в 4 
и более раза в поствакцинальный период по от-
ношению к довакцинальному.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
IgA- и IgG-антитела в сыворотке крови и IgA-

антитела в секретах верхних дыхательных путей 
выявляли в ИФА по ранее описанной методике 
[1]. На планшете сорбировали 16АЕ вирусов, очи-
щенных центрифугированием в градиенте плот-
ности сахарозы (30-60%). За титр сывороточных 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКИ ВОЛОНТЕРОВ

Вакцина Группа Число лиц
Возраст (лет) Пол

Средний Колебания Мужской Женский

А(Н5N2) – 
индюк

Привитые вакциной 29 27,2 20-49 20 (69,0%) 9 (31,0%)
Плацебо 10 29,2 20-46 6 (60,0%) 4 (40,0%)

Всего 39 27,7 20-49 26 (66,7%) 13 (33,3%)

А(Н7N3)
Привитые вакциной 29 30,9 18-49 14 (48,3%) 15 (51,7%)

Плацебо 10 39,0 20-48 6 (60,0%) 4 (40,0%)
Всего 39 32,9 18-49 20 (51,3%) 19 (48,7%)



62

Naykhin A.N. et al.
Найхин А.Н. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

и локальных антител принимали наибольшее 
разведение исследуемого материала, при кото-
ром оптическая плотность (ОП) лунки с образца-
ми превышала среднюю ОП в контрольных лун-
ках (все ингредиенты реакции, не содержащие 
исследуемый материал) в 2 и более раза. За до-
стоверный прирост титров антител в сыворотке 
крови и в СВДП принимали его увеличение в 4 
и более раза.

Определение вирусспецифических CD4+ 
и CD8+Т-клеток иммунологической памяти

Эти клетки тестировали в проточной цито-
метрии общепринятым методом внутрикле-
точного окрашивания цитокинов (IFNγ) после 
стимуляции клеток in vitro 12 МОI очищенного 
ультрацентрифугированием вакцинного штам-
ма [4, 9]. Мононуклеары периферической крови 
выделяли стандартным способом на градиенте 
плотности HISTOPAQUE-1077, отмывали и хра-
нили до проведения анализа в жидком азоте. 
Для определения спонтанной продукции IFNγ 
вместо стимуляции вирусом к клеткам добавля-
ли соответствующий объем питательной среды 
RPMI- 1640 (отрицательный контроль). В каче-
стве положительного контроля использовали 
стимуляцию клеток поликлональным стимуля-
тором – стафилококковым энтеротоксином В. 
После разморозки порции клеток волонтеров, 
отобранные во всех временных интервалах, были 
способны к активации продукции IFNγ. При 
анализе данных показатели отрицательного кон-
троля вычитались из аналогичных показателей, 
полученных для вирусстимулированных клеток. 
Показатели всех контролей были адекватны.

В проточной цитометрии маркерами 
Т-лимфоцитов центральной (Tcm) и перифери-
ческой (Tem) иммунологической памяти CD4+ 

и CD8+ клеток служили меченные флюорохро-
мом мононуклеарные антитела к, соответствен-
но, CCR7+CD45RA- и CDR7-CD45RA-(Beckman 
Coulter, Becton Dickinson). Достоверным уве-
личением уровня клеток у привитых считали 3 
стандартных отклонения от уровня тех же клеток 
у лиц контрольной группы, получавших препарат 
плацебо.

Антигены
В РТГА, РМН и ИФА использовали апато-

генные вакцинные штаммы вирусов NIBRG-23  
(А/индюк/Турция/1/2005*PR/8), А/17/утка/Пот-
сдам/86/92 (Н5N2), А/17/индюк/Турция/05/133 
(Н5N2), А/17/селезень/Нидерланды/00/95 (Н7N3) 
и А/17/Ануи/2013/61 (Н7N9).

Статистическая обработка результатов 
Использовали программное обеспечение 

Statistica и Graph Pod Prizm 5. Для сравнения 
данных применяли Wilcoxon Mathed Paire Test, 
Friaman ANOVA и Fisher exact (two-tailed).

Результаты
В таблице 2 представлены сведения о числе 

конверсий сывороточных и локальных антител 
у волонтеров, привитых ЖГВ А(Н5N2) – индюк.

По суммарным данным, учитывающим кон-
версии антител во всех лабораторных тестах 
в совокупности, то есть наличие иммунной ре-
акции на прививку, гуморальный иммунный от-
вет к вакцинному штамму зафиксирован после 
первой прививки у 28% волонтеров, после вто-
рой – у 76% (Р < 0,001). К гетерологичным штам-
мам А(Н5N2) – утка, А(Н5N1) и А(Н7N3) этот 
показатель составил, соответственно, 17 и 66%, 
17 и 59% (Р > 0,05), 10 и 24% (Р < 0,01). Если 
к гетерологичным вирусам со сходными гемаг-
глютинином (НА5) обнаруживались конверсии, 

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА (%) ГОМОЛОГИЧНЫХ И ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ ГУМОРАЛЬНЫХ ИММУННЫХ ОТВЕТОВ НА ЖГВ 
А(Н5N2) – ИНДЮК

Антитела 
и лабораторный 

тест

Конверсии антител у привитых добровольцев (n = 29) к вирусам*
А(Н5N2) – индюк А(Н5N2) – утка А(Н5N1) А (Н7N3)

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

Сыворо-
точные

РТГА 4 (14%) 11 (38%) 3 (10%) 14 (48%) 0 3 (10%) 0 0
РМН 3 (10%) 14 (48%) ни** ни 3 (10%) 8 (28%) ни ни
ИФА-IgA 0 2 (7%) 1 (3%) 2 (7%) ни ни 2 (7%) 3 (10%)
ИФА-IgG 0 1 (3%) 0 0 ни ни 0 0

Локальные ИФА-IgA 2 (7%) 6 (21%) 2 (7%) 10 (35%) 4 (14%) 8(28%) 1 (3%) 5 (17%)
Кумулятивные дан-
ные по всем лабора-
торным тестам

8 (28%) 22 (76%) 5 (17%) 19 (66%) 5 (17%) 17 (59%) 3 (10%) 7 (24%)

Примечание. * – у волонтеров, получивших препарат плацебо (n = 10), конверсии антител во всех тестах отсутствовали;  
** – не исследовали.
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как сывороточных (РТГА и ИФА-IgA), так и ло-
кальных IgA-антител (ИФА), то к гетерологич-
ному вирусу с НА Н7 конверсии сывороточных 
антител (РТГА, ИФА-IgG) отсутствовали.

Таблица 3 содержит данные о конверсиях тех 
же антител у лиц, привитых ЖГВ А(Н7N3). В ка-
честве гетерологичных использовали вирусы 
А(Н7N9) и А(Н5N2) – утка.

Как в случае с вакциной А(Н5N2) – индюк, 
наблюдали: (i) поствакцинальное накопле-
ние сывороточных антител (РТГА, ИФА-IgA, 
ИФА-IgG) и локальных антител (ИФА – IgA) 
к вакцинному штамму; (ii) поствакцинальную 
продукцию перекрестнонореагирующих сыво-
роточных (ИФА- IgA) и локальных (ИФА-IgA) 
антител к гетерологичным вирусам; (iii) значи-
тельное отставание в частоте индукции анти-
тел к гетерологичному вирусу с отличающим-
ся НА Н5 по сравнению с вирусом со сходным 
НА Н7. Так, по суммарным данным, после пер-
вой и второй иммунизации число конверсий ан-
тител к вакцинному штамму А(Н7N3) составило, 
соответственно, 69 и 86%, а к гетерологичному 
штаммуА(Н7N9) – соответственно, 31 и 69% 
(Р < 0,05), и ко второму гетерологичному штам-
му А(Н5N2) – утка – соответственно, 10 и 24% 
(Р < 0,01).

Таким образом, на вакцинацию ЖГВ 
А(Н5N2) – индюк и А(Н7N3) абсолютное боль-
шинство волонтеров отвечали конверсиями сы-
вороточных и/или локальных антител к вакцин-
ным штаммам (соответственно, 76 и 86%). При 
этом у значительной части волонтеров наблю-
далась продукция тех же антител к гетерологич-
ным вирусам со сходным с вакцинным штаммом 
гемагглютинином (соответственно, 66 и 69%). 
В случае, когда вакцинный и гетерологичные 

штаммы полностью отличались по составу НА и 
NА, число таких конверсий антител было значи-
тельно ниже (соответственно, 24 и 21%; Р < 0,01). 
Последние выявляли только в ИФА (сывороточ-
ные и локальные IgA-антитела), но не в РТГА 
и РМН. Если в отношении частоты (%) гумо-
ральных иммунных ответов у волонтеров на ЖГВ 
А(Н5N2)-индюк и А(Н7N3) результаты были 
вполне удовлетворительными, то данные об ин-
тенсивности продукции антител оказались бо-
лее скромными (табл. 4). Так, после двухкратной 
прививки СГТ всех антител хотя и увеличился 
в 1,5-3,0 раза, но их уровень оказался весьма низ-
ким (от 1:5,1 до 1:13,2 – к вакцинным штаммам 
и от 1:2,5 до 1:10,4 – к гетерологичным штам-
мам). Исключение составили выявляемые в РТГА 
сывороточные антитела к вирусу А(Н7N3) у при-
витых ЖГВ А(Н5N2), а также к вирусу А(Н5N2) 
у привитых ЖГВ А(Н7N3). В этих случаях СГТ 
антител после вакцинации не изменились.

Таким образом, как гомологичный, так и 
гетерологичный гуморальный иммунный от-
вет волонтеров на двухкратную прививку ЖГВ 
А(Н5N2) – индюк и А(Н7N3) был хорошо вы-
ражен по частоте (% конверсий антител), но зна-
чительно слабее по интенсивности продукции 
антител (СГТ).

Таблица 5 содержит материалы, отражающие 
частоту конверсий вирусспецифических CD4+ 

и CD8+Т-клеток центральной (Tcm) и эффектор-
ной (Tem) иммунологической памяти на ЖГВ 
А(Н5N2) – индюк и А(Н7N3) у тех же волонте-
ров. После первой прививки этими вакцинами 
число конверсий лимфоцитов CD4+IFNγ+Тсm 
и/или Теm и CD8+IFNγ+Тсm и/илиТеm отмече-
но, соответственно, у 21-28% волонтеров, после 
второй – соответственно, у 24-55% волонтеров 

ТАБЛИЦА 3. ЧАСТОТА (%) ГОМОЛОГИЧНЫХ И ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ ГУМОРАЛЬНЫХ ИММУННЫХ ОТВЕТОВ НА ЖГВ 
А(Н7N3)

Антитела 
и лабораторный тест

Конверсии антител у привитых добровольцев (n = 29) к вирусам*
А (Н7N3) А (Н7N9) А(Н5N2) – утка

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

После 1й 

прививки

После 1й 
и/или 2й 

прививки

Сывороточные

РТГА 7 (24%) 13 (45%) 5 (17%) 12 (41%) 0 0
РМН 5 (17%) 12 (41%) 2 (7%) 5 (17%) ни** ни
ИФА-IgA 3 (10%) 8 (28%) 0 4 (14%) 1 (4%) 3 (10%)
ИФА-IgG 1 (3%) 3 (10%) 0 0 0 0

Локальные ИФА-IgA 12 (41%) 14 (48%) 5 (17%) 7 (24%) 2(7%) 5 (17%)
Кумулятивные данные 
по всем лабораторным 
тестам

20 (69%) 25 (86%) 9 (31%) 20 (69%) 3(10%) 6 (21%)

Примечание. * – у волонтеров, получивших препарат плацебо (n = 10), конверсии антител во всех тестах отсутствовали;  
** – не исследовали.
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(Р < 0,01). Кумулятивные данные по конверсиям 
всех изученных популяций Т-клеток на иммуни-
зацию ЖГВ А(Н5N2) – индюк и А(Н7N3) соста-
вили 38 и 31% (первая прививка) и 62 и 52% (вто-
рая прививка). 

Таким образом, обе вакцины индуцировали 
продукцию вирусспецифических CD4+ и CD8+Т-
клеток иммунологической памяти. Отмечено 
существенное увеличение числа конверсий этих 
клеток после второй прививки.

Таблица 6 дает представление о развитии ге-
терологичного Т-клеточного иммунного от-
вета к вирусу А(Н7N9) у лиц, привитых ЖГВ 
А(Н7N3). Двухкратная прививка этой вакциной 
стимулировала продукцию специфических к ге-
терологичному вирусу А(Н7N9) CD4+ и CD8+Т-
клеток, соответственно, у 35 и 10% волонтеров, 
а кумулятивный показатель для обоих типов кле-
ток составил 38%. 

Таким образом, вакцина А(Н7N3) индуциро-
вала не только гомологичный, но и гетеросубти-
пический Т-клеточный иммунный ответ к вирусу 
с тем же гемагглютинином, но с отличающейся 
нейраминидазой.

Обсуждение
К настоящему времени клинические испыта-

ния на волонтерах в общей сложности прошли 
семь резервных ЖГВ, приготовленных из пти-
чьих вирусов гриппа А: четыре в США (Н5N1, 
Н6N1, Н7N3 и Н7N9) и три в России (Н5N2 – 
утка, Н5N2 – индюк и Н7N3). При оценке гу-
морального иммунного ответа волонтеров обе 
группы исследований использовали сходный на-
бор лабораторных тестов. Это дает возможность 
провести сравнительный анализ полученных ре-
зультатов.

По кумулятивным показателям иммуноген-
ности российских и американских ЖГВ, отража-
ющим в совокупности число достоверных кон-
версий сывороточных (РТГА, РМН, ИФА- IgG 
и ИФА-IgA) и локальных (ИФА-IgA) антител 
после двухкратных прививок, были близки 

по значению: соответственно, 76-93% и 66-100% 
(табл. 2 и [4, 9, 10, 11, 22, 21]). В обоих случаях 
поствакцинальные титры сывороточных и ло-
кальных антител оказались существенно ниже, 
чем это наблюдалось после иммунизации се-
зонными ЖГВ [1, 16] и ЖГВ А(Н1N1) pdm2009 
[6]. Более слабый по интенсивности гумораль-
ный иммунный ответ на ЖГВ, приготовленные 
из птичьих вирусов гриппа А, гипотетически 
связывают с тормозящим влиянием на их репро-
дукцию предсуществующих факторов иммуни-
тета у прививаемых людей, а именно: (i) антител 
к общей NA у вакцинного и циркулирующего 
вирусов; (ii) моноклональных антител к консер-
вативному иммунодоминантному эпитопу НА; 
(iii) перекрестнореагирующими ЦТЛ к консер-
вативным последовательностям внутренних бел-
ковых структур вириона [9, 10, 11, 22]. Однако 
следует помнить, что все эти факторы присут-
ствовали и при формировании более интенсив-
ного гуморального иммунного ответа к сезонным 
ЖГВ и ЖГВ А(Н1N1) pdm2009. Вряд ли низкий 
уровень репродукции птичьих вирусов, и, следо-
вательно, гуморального иммунного ответа лю-
дей на испытанные ЖГВ связан с отличительной 
от человеческих вирусов гриппа А способностью 
птичьих вирусов соединяться исключительно 
с эпителиальными клетками через рецептор 2,3 
Gal [19], присутствие которого в данных клетках 
верхних дыхательных путей у людей ограничено. 
Аргументом тому может служить тот факт, что че-
ловеческий вирус парагриппа, который связыва-
ется с такими же клетками через тот же рецептор 
2,3 Gal, прекрасно размножается в верхних отде-
лах дыхательного тракта, и гуморальный иммун-
ный ответ к нему достаточно интенсивный [7]. 
Объясняют влияние на гуморальный иммунный 
ответ людей на птичьи вирусы и особенностями 
его фенотипического рестриктирования, которое 
может возникать из-за констелляционных пре-
образований генома при реассортации птичьих 
и человеческих вирусов гриппа А [10]. Однако 

ТАБЛИЦА 6. ГЕТЕРОЛОГИЧНЫЙ Т-КЛЕТОЧНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ НА ВИРУС А(Н7N9) У ВОЛОНТЕРОВ, ПРИВИТЫХ 
ЖГВ А(Н7N3)

Популяция Т-клеток
Число (%) волонтеров с конверсиями Т-клеток*

После 1й прививки После 2й прививки После 1й и/или 2й 

прививки
CD4+IFNγ+ 9 (31,0%) 4 (13,8%) 10 (34,5%)
CD8+IFNγ+ 3 (10,3%) 2 (6,9%) 3 (10,3%)

Кумулятивные данные 
по всем Т-клеткам 10 (34,5%) 5 (17,2%) 11 (37,9%)

Примечание. * – достоверным считали 3 стандартных отклонения (P ≤ 0,01) от данных по контрольной группе волонтеров, 
получивших препарат плацебо (n = 10 чел.).
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в литературе реальных подтверждений этому фе-
номену мы не обнаружили. 

Нам представляется, что ослабленный по ин-
тенсивности гуморальный иммунный ответ 
на ЖГВ, приготовленные из птичьих вирусов, 
связан не столько с их биологическими особен-
ностями, сколько с фактом отсутствия у при-
виваемых лиц В-клеточной иммунологической 
памяти к данным возбудителям, поскольку эти 
люди контактировали с ними впервые. Такой 
же феномен наблюдался в 1977 году при рецир-
куляции вируса гриппа А(Н1N1) после двад-
цатилетнего перерыва. Так, в начале его пан-
демического цикла у молодых людей, впервые 
встретившихся с этим вирусом, постинфекцион-
ный и поствакцинальный антительный иммун-
ный ответ был намного ниже, чем у более стар-
ших людей, которые перенесли грипп А(Н1N1) 
в период его предшествующего пандемического 
цикла [2, 3, 5]. Однако через 3 года после актив-
ной циркуляции вируса А(Н1N1) этот феномен 
нивелировался. Другим важным аргументом 
может служить тот факт, что у непраймирован-
ных лиц 1969 г. рождения и младше гуморальный 
иммунный ответ на двухкратную прививку ЖГВ 
А(Н2N2), приготовленную из циркулировавшего 
в 1957-1968 гг. пандемического вируса данного 
сероподтипа, был столь же низким по интенсив-
ности, как и на ЖГВ, включавших птичьи вирусы 
[23]. И наконец, на ЖГВ А(Н1N1) pdm 2009 этот 
тип иммунного ответа у волонтеров был намного 
выше, поскольку у них вирусспецифические Т- 
и В-клетки памяти к данному вирусу обнаружи-
вались еще до вакцинации [1, 6]. По-видимому, 
эти клетки, сформированные в период пред-
шествующих контактов организма с вирусами 
сероподтипа А(Н1N1), и послужили причиной 
сравнительно низкой заболеваемости населения 
гриппом А(Н1N1) pdm 2009.

Помимо гуморального иммунного ответа 
нами проведено исследование индукции у тех 
же волонтеров Т-клеточной иммунологической 
памяти на вакцинацию ЖГВ А(Н5N2) – индюк 
и А(Н7N3). Тестировали вирусспецифические 
Т-клетки фенотипов CD4+ и CD8+, относящихся 
к двум пулам: центральные (Tcm) и эффекторные 
(Tem). Оба типа клеток участвуют в формирова-
нии долговременной иммунологической памяти, 
но осуществляют это разными путями [18]. Ранее 
доказано два факта: первый – увеличение у лю-
дей уровня Tcm и Tem после заболевания грип-
пом А(Н1N1) pdm 2009, второй – наличие кор-
реляции уровня этих клеток и снижение тяжести 
гриппозной инфекции, вызванной данным воз-
будителем [20]. Наши результаты показали, что 
ЖГВ А(Н5N2) – индюк и А(Н7N3) индуцирова-

ли достоверные конверсии этих клеток у боль-
шей части волонтеров (табл. 5). 

Постоянный антигенный дрейф и неослабе-
вающая угроза распространения новых панде-
мических вариантов вируса гриппа А привлекает 
особое внимание к проблеме формирования ге-
терологичного постинфекционного и поствак-
цинального иммунного ответа к разным штам-
мам и подтипам вируса гриппа А [5]. Основу 
данного процесса составляет способность тех 
или иных вирусов индуцировать продукцию пе-
рекрестнореагирующих антител, а также пере-
крестнореагирующих Т- и В-лимфоцитов. На-
копление знаний по этому вопросу важно как с 
точки зрения понимания степени защищенности 
населения от новых антигенных вариантов воз-
будителя, так и с позиции обоснования исполь-
зования в экстренных ситуациях уже имеющихся 
вакцин для защиты от новых вирусов.

У волонтеров, привитых ЖГВ А(Н5N2)-
индюк, проведен анализ гуморального иммун-
ного ответа к вирусу А(Н5N2)-утка (табл. 2). 
Этим мы попытались ответить на вопрос: от-
личает ли иммунная система человека птичьи 
вирусы одного сероподтипа, но выделенные 
в разное время от разных представителей? Ку-
мулятивные данные о числе конверсий антител 
к обоим вирусам оказались близки по значению: 
к А(Н5N2) – индюк и А(Н5N2) – утка, соответ-
ственно, 76 и 66%. При этом в РТГА поствакци-
нальные конверсии сывороточных антител со-
впали в 100% случаев, а локальные IgA-антитела 
в ИФА – в 80%. Это свидетельствует, что у обоих 
штаммов имеется значительный набор общих 
иммунодоминантных эпитопов, связанных с ин-
дукцией у прививаемых лиц перекрестнореаги-
рующих антител. Возможно, что данный фено-
мен относится ко всем ЖГВ, приготовленным 
из антропонозных и зоонозных вирусов гриппа 
А одного сероподтипа. Так, по нашим неопубли-
кованным данным, у лиц, привитых сезонной 
тривалентной ЖГВ, количество конверсий сыво-
роточных антител в РТГА к свиному вирусу грип-
па А/Ontario/RV1273/2005(H3N2) существенно 
не отмечалось от аналогичного показателя в от-
ношении вакцинного человеческого вируса того 
же сероподтипа. Кроме того, у 60% обследован-
ных добровольцев еще до вакцинации обнару-
живались антитела к свиному вирусу в защитных 
титрах ≥ 1:40. В этих условиях, несмотря на то, 
что свиной вирус А(Н3N2) вызывал заболевания 
у людей [27], вряд ли он мог обладать какими-
то эпидемическими, а тем более пандемически-
ми потенциями.

Нами проверена способность испытуемых 
ЖГВ индуцировать конверсии перекрестноре-
агирующих антител к двум типам гетерологич-
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ных вирусов: с одинаковым с вакцинным штам-
мом НА и с полным отличием в антигенной 
формуле по НА и NА (табл. 2, 3). У привитых 
ЖГВ А(Н7N3) кумулятивный показатель числа 
конверсий антител к потенциально пандемиче-
скому вирусу А(Н7N9) приближался к анало-
гичному показателю в отношении вакцинного 
штамма – соответственно, 86 и 69% (табл. 3). 
ЖГВ А(Н5N2) – индюк активно индуцировала 
продукцию перекрестнореагирующих сыворо-
точных антител к потенциально пандемическому 
вирусу А(Н5N1) (табл. 2). В этом случае кумуля-
тивный показатель числа их конверсий к вакцин-
ному и гетерологичному вирусу составил, соот-
ветственно, 76 и 59%. При различии антигенной 
формулы вакцинных и гетерологичных вирусов 
гриппа А по НА кумулятивные показатели чис-
ла конверсий перекрестнореагирующих антител 
оказались значительно ниже – 24 и 21%. При 
этом наблюдали конверсии только сывороточ-
ных (ИФА) и локальных IgA-антител, но не сы-
вороточных (антигемагглютинирующих антител 
(РТГА), вируснейтрализующих (РМН) и сыво-
роточных IgG-антител (ИФА). Это объясняется, 
с одной стороны, штаммоспецифическими свой-
ствами РТГА и РМН, с другой – повышенной 
кроссреактивностью антител класса А. В целом 
данные о гетерологичном гуморальном и клеточ-
ном иммунном ответе на испытуемые вакцины 
свидетельствуют, что они вполне успешно мо-
гут индуцировать иммунитет к птичьим вирусам 
со сходным НА.

Ранее нами обнаружена способность ЖГВ 
А(Н5N2) – утка стимулировать у людей гетеро-
субтипический Т-клеточный ответ к циркули-
рующему среди людей вирусу гриппа А(Н1N1) 
[4, 9]. Аналогичные свойства выявлены и в от-
ношении ЖГВ А(Н7N3) – таблица 6. Эта вакци-
на вызывала продукцию CD4+ и CD8+Т-клеток, 
специфичных к другому потенциально панде-
мическому вирусу – А(Н7N9). Частота гетероло-
гичных иммунных ответов оказалась не намного 
ниже по сравнению с гомологичными (соответ-
ственно, 38 и 52%). Обнаруженные специфиче-
ские к этому вирусу CD4+ и CD8+Т-лимфоциты 
можно отнести к пулу клеток иммунологической 

памяти, поскольку они обнаружены на отдален-
ные сроки после иммунизации (через 28 дней).

И в заключение необходимо остановиться 
на ключеком вопросе: каким образом оценивать 
потенциальную протективность ЖГВ, приго-
товленных из птичьих вирусов гриппа А? В на-
стоящее время нет возможности предсказать 
поствакцинальное состояние иммунитета людей 
к птичьим вирусам гриппа А с точки зрения его 
воздействия на реальную защиту от этих воз-
будителей. Традиционно о протективных свой-
ствах сезонных и пандемических вакцин судят 
по их способности индуцировать продукцию 
антигемагглютинирующих антител в защитных 
титрах ≥ 1:40. Однако по нашим и зарубежным 
данным, ЖГВ, включающие птичьи вирусы, вы-
зывают продукцию этих антител в данных титрах 
только в единичных случаях. Поэтому такой под-
ход оценки резервных ЖГВ не приемлем. Кроме 
того, ЖГВ защищали людей от гриппа А и в си-
туациях, когда у привитых антигемагглютини-
рующие антитела не определялись [8]. Посколь-
ку противогриппозная иммунизация основана 
на успешности индукции долговременно функ-
ционирующей В- и Т-клеточной иммунологиче-
ской памяти, возникает вопрос, могут ли ЖГВ, 
приготовленные из птичьих вирусов гриппа А, 
стимулировать у людей такую память в условиях 
высокого по частоте, но слабого по интенсивно-
сти иммунного ответа к вакцинным штаммам. 
Недавние американские исследования показали 
полную состоятельность в этом плане резервной 
ЖГВ А(Н5N1), а именно: у людей, прививавших-
ся год назад этой вакциной, отмечено мощное бу-
стирование системного гуморального иммунного 
ответа на инактивированную вакцину А(Н5N1) 
по сравнению с непраймированными лицами 
[24]. Нами установлено такое же бустирование 
этого типа иммунного ответа на инактивирован-
ную вакцину А(Н5N1) у добровольцев, предва-
рительно (9 месяцев назад) иммунизированных 
ЖГВ А(Н5N2) – индюк (материалы готовятся 
к печати). Кроме того, у этих лиц отмечена более 
интенсивная продукция CD4+ и CD8+Т-клеток 
иммунологической памяти.
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ЭКСПРЕССИЯ мРНК ФЕРМЕНТА AID В ЛИМФОЦИТАХ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ 
Минеев В.Н., Нёма М.А., Сорокина Л.Н.
Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени акад. И.П. Павлова, 
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цель исследования – оценка возможной роли энзима AID (AICDA – activation-induced 
(cytidine) deaminase) в патогенезе бронхиальной астмы (БА).

Материалы и методы. Обследовали 12 практически здоровых лиц и 42 больных аллергической 
бронхиальной астмой (АБА) и 27 – неаллергической БА (НАБА).

Экспрессию мРНК AID оценивали путем проведения RT-PCR. 
Результаты. мРНК AID значимо больше экспрессирована при БА, чем у здоровых лиц, в то же вре-

мя не наблюдается значимых различий в экспрессии между аллергическим и неаллергическим вари-
антами заболевания. 

Корреляционный анализ уровней экспрессии мРНК AID, мРНК CHε и уровня общего сыворо-
точного IgE выявил значимую обратную связь только при неаллергическом варианте заболевания.

Уровни экспрессии мРНК AID в лимфоцитах периферической крови имеют прямую и значимую 
связь с клиническими показателями у больных БА, которые характеризуют тяжесть, фазу заболева-
ния. Кроме этого, выявлены прямые корреляционные связи с содержанием эозинофилов в мокроте.

Выводы. Делается вывод о том, что нормальная регуляция переключения синтеза антител по прин-
ципу отрицательной обратной связи, характерная для здоровых лиц, нарушается при аллергической 
БА, но сохраняется при неаллергическом варианте заболевания.

Ключевые слова: мРНК AID, AICDA, бронхиальная астма, лимфоциты

EXPRESSION OF AID-SPECIFIC mRNA IN PERIPHERAL 
BLOOD LYMPHOCYTES IN BRONCHIAL ASTHMA
Mineev V.N., Nyoma M.A., Sorokina L.N.
St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of this study was to evaluate a possible role of AID (AICDA – activation-induced 
(cytidine) deaminase) in the bronchial asthma (BA) pathogenesis. Materials and methods. We have examined 
twelve healthy control persons, forty-two patients with allergic bronchial asthma (ABA) and twenty-seven 
patients with non-allergic bronchial asthma (NABA). The AID mRNA expression was evaluated by means of 
RT-PCR. Results: AID mRNA was more significantly expressed in BA, than in healthy controls. Meanwhile, 
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Введение
Одним из ключевых элементов патогене-

за бронхиальной астмы является иммуногло-
булин E (IgE). Продукция больших количеств 
антител этого класса обусловлена переключе-
нием В-лимфоцитов на их синтез (class switch 
recombination – CSR). Этот процесс иницииру-
ется ферментом AID (AICDA – activation-induced 
[cytidine] deaminase) – индуцируемой активацией 
цитидиновой деаминазой. 

AID деаминирует цитозин ДНК в генах, коди-
рующих цепи иммуноглобулинов, превращая его 
в урацил, что приводит к инициации процесса 
переключения В-лимфоцитов с продукции IgM 
на синтез других классов антител, в частности – 
IgE. Считается, что кроме CSR, этот фермент 
участвует и в процессе реаранжировки генов ва-
риабельных частей иммуноглобулинов – сома-
тической гипермутации (somatic hypermutation – 
SHM) [4].

Исследования, касающиеся оценки экспрес-
сии AID при БА, практически отсутствуют. Ис-
ключение составляет работа P. Takhar et al. [5], 
которые показали экспрессию этого энзима 
в слизистой оболочке бронхов при атопическом 
и неатопическом вариантах БА, а также исследо-
вания [3, 6], где экспрессия AID была показана 
в слизистой оболочке носа при аллергическом 
рините.

Ранее мы уже анализировали факторы, кон-
тролирующие образование IgE: PAX-5 и STAT6 
[1, 2]. Транскрипционный фактор PAX-5 регули-
рует не только экспрессию тяжелых цепей IgE, но 
и активирует транскрипцию AID. С учетом клю-
чевой значимости AID в процессе образования 
IgE целью нашей работы стала оценка возможной 
роли AID в патогенезе бронхиальной астмы (БА).

Материалы и методы
Обследовано 12 практически здоровых лиц, 

42 больных аллергической бронхиальной астмой 
(АБА) и 27 – неаллергической БА (НАБА).

Все обследованные больные БА находились 
в клинике госпитальной терапии имени ака-

демика М.В. Черноруцкого ПСПбГМУ имени 
академика И.П. Павлова. Проводили комплекс-
ное клинико-лабораторное и инструментальное 
обследование, включавшее общеклинические 
методы, цитологический и бактериологический 
анализы мокроты, а также аллергологическое ис-
следование. Диагноз устанавливали и проводили 
лечение в соответствии с критериями и стандар-
тами международного консенсуса по вопросам 
диагностики и лечения БА (GINA, 2012). Для ис-
следования использовали лимфоциты перифери-
ческой крови здоровых лиц и больных БА, выде-
ленные на градиенте плотности Lymphoseparation 
Medium («ICN») с использованием стандартной 
методики выделения мононуклеаров c последую-
щим удалением моноцитов с осаждением на пла-
стике в условиях инкубации в среде IMDM при 
37 °С в течение 40 мин. 

RT-PCR. Экспрессию мРНК AID оценивали 
путем проведения RT-PCR (reverse transcription-
PCR – обратная транскрипция – полимеразная 
цепная реакция (ПЦР)) c нуклеиновыми кис-
лотами, выделенными из лимфоцитов перифе-
рической крови. ПЦР проводили в амплифика-
торе «iCycler» (BIORAD) в следующем режиме: 
инициация при 95 °С в течение 4-х минут, 30 
циклов денатурации при 95 °С в течение 30 с, 
отжига при 60 °С в течение 30 с и полимериза-
ции при 70 °С в течение 30 с. Завершающую по-
лимеризацию проводили при 72 °С в течение 7 
минут. Продукты амплификации подвергали 
электрофорезу в 1,5% агарозном геле и окраске 
этидия бромидом. Результат электрофореза по-
сле фотографирования в ультрафиолетовом све-
те анализировали в программе Gel-Pro 3.1. Уро-
вень экспрессии мРНК AID и тяжелых цепей 
IgE (эпсилон-цепей) оценивали относительно 
уровня β-актина.

Праймеры для AID, тяжелых цепей IgE (CHε) 
и β-актина были разработаны на основе извест-
ных последовательностей (GenBank). (AID 5’: 5’- 
gat tgt gac ccc aaa cca tc -3’ и AID 3’: 5’- ccc caa 
cat tca agc aac tt -3’; β-актин 5’: 5’-TCC TGT GGC 
ATC CAC GAA ACT-3’ и β-актин 3’: 5’-GAA GCA 

no significant differences were revealed between ABA and NABA groups. Correlation analysis of AID mRNA 
expression levels in peripheral blood lymphocytes has shown that CHε mRNA and total serum IgE revealed 
significant negative correlation, in the NABA group only. The levels of AID mRNA expression in peripheral 
blood lymphocytes exhibited positive and significant correlations with clinical characteristics, reflecting severity 
and stage of the disease, in BA patients. Moreover, a significant positive correlation was revealed with eosinophil 
contents in sputum. Conclusion. It was concluded that normal regulation of IgE class switching normally based 
on feedback regulation, was impaired in ABA but not affected in NABA.

Keywords: mRNA, activation-induced (cytidine) deaminase, bronchial asthma, lymphocytes

Работа поддержана грантом СПБГМУ им. акад. И.П. Павлова для научных инновационных  
прое ктов (2012 г.).
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TTT GCG GTG GAC GAT-3’; CHε 5’: 5’- ggg tac 
acc cca ggg act at -3’ и CHε 3’: 5’- tct ggt gga gtg gtt 
cac ag -3’).

Статистическую обработку результатов иссле-
дований проводили с помощью программы SPSS 
13.0 с использованием методов и критериев непа-
раметрической статистики при малом значении 
числа наблюдений: критериев Вилкоксона, Ман-
на-Уитни, коэффицента корреляции Спирмена. 

Результаты и обсуждение
Рассмотрим, как распределена экспрессия 

мРНК AID в группах больных БА и практически 
здоровых лиц (табл. 1).

Как видно из таблицы 1, мРНК AID значимо 
больше экспрессирована при БА, чем у здоровых 
лиц, в то же время не наблюдается значимых раз-
личий в экспрессии между аллергическим и не-
аллергическим вариантами заболевания.

Уровни экспрессии мРНК AID значимо кор-
релируют с относительным содержанием эози-
нофилов в мокроте (ρ Спирмена = 0,319; n = 44; 
p = 0,035), количеством нейтрофилов перифе-
рической крови (ρ Спирмена = 0,242; n = 69; 
p = 0,035) у больных БА.

Рассмотрим теперь, как коррелируют уровни 
экспрессии мРНК AID и тяжелых цепей имму-

ноглобулина Е с уровнем общего сывороточного 
IgE (табл. 2).

Положительная связь между уровнями экс-
прессии мРНК AID и уровнем мРНК тяже-
лых цепей IgE в контрольной группе сменяется 
значимой отрицательной корреляцией среди 
больных НАБА, а в группе больных АБА теряет 
значимость и также имеет отрицательную направ-
ленность. Это, по-видимому, указывает на то, что 
нормальная регуляция переключения синтеза 
антител, характерная для здоровых лиц, при БА 
нарушается: высокие уровни мРНК CHε за счет 
механизмов обратной связи, вероятно, угнета-
ют транскрипцию мРНК AID. Данное предпо-
ложение можно подтвердить тем, что у больных 
аллергической БА с высокими концентрациями 
общего IgE в сыворотке (более 200 МЕ/мл) уров-
ни экспрессии мРНК AID значимо меньше, чем 
у лиц с уровнями IgE менее 200 МЕ/мл (t = -0,293; 
p = 0,047).

Для оценки вклада AID в реализацию потен-
циала В-клеток к синтезу IgE мы проанализиро-
вали индекс отношения уровней общего сыво-
роточного IgE к экспрессии мРНК его тяжелых 
цепей в связи с экспрессией AID: в группе боль-
ных БА коэффициент корреляции Пирсона r со-
ставил -0,285 (р = 0,017; n = 70), у здоровых лиц 
значимой связи не наблюдалось.

ТАБЛИЦА 1. СРЕДНИЕ УРОВНИ ЭКСПРЕССИИ мРНК AID В ЛИМФОЦИТАХ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
В ОБСЛЕДОВАННЫХ ГРУППАХ (М±σ) (ИНТЕГРИРОВАННАЯ ПЛОТНОСТЬ ПО ОТНОШЕНИЮ К β-АКТИНУ)

Группа обследования Значение Значимость различий1

Контрольная группа (практически здоровые лица)
n = 12 (1) 0,77±0,29

1-2: p = 0.0131

2-3: p > 0.05
1-3: p = 0.036

Больные АБА
n = 42 (2) 1,07±0,52

Больные НАБА
n = 27 (3) 1,09±0,48

Примечание. 1 – уровень значимости, определяющий достоверность различий (для сравнения средних использован 
t-критерий).

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ мРНК AID С УРОВНЯМИ СЫВОРОТОЧНОГО ОБЩЕГО IgE И МРНК 
CHε (ИНТЕГРИРОВАННАЯ ПЛОТНОСТЬ ПО ОТНОШЕНИЮ К мРНК β-АКТИНА) (КОЭФФИЦИЕНТ КОРРЕЛЯЦИИ 
СПИРМЕНА ρ)

Обследованные лица IgE мРНК CHε

Практически здоровые лица
ρ = 0,482;
p = 0,133;

n = 11

ρ = 0,473;
p = 0,142;

n = 11

АБА
ρ = -0,214;
p = 0,192;

n = 39

ρ = -0,095;
р = 0,572;

n = 38

НАБА
ρ = 0,275;
p = 0,183;

n = 25

ρ = -0,423*;
p = 0,035;

n = 25

Примечание. Cтатистически значимые корреляции отмечены знаком *.
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Кроме этого, выявлена прямая корреляцион-
ная связь с содержанием эозинофилов в мокроте 
(τ Кендала = 0,233; p < 0,05; n = 44). Также обна-
ружено, что уровни экспрессии мРНК AID повы-
шены у больных БА, проходящих лечение систем-
ными глюкокортикоидами (t = 2,353; p < 0,05). 

Как отмечено выше, нами не выявлено значи-
мых различий в экспрессии между аллергическим 
и неаллергическим вариантами заболевания, что 
совпадает с результатами исследования других 
авторов [6], однако полностью согласиться с их 
мнением о патофизиологической идентичности 
этих вариантов заболевания нельзя.

Так, у больных БА имеет место повышение 
экспрессии мРНК AID в лимфоцитах перифе-
рической крови, что, по-видимому, способствует 

продукции IgE и прогрессированию воспалитель-
ного процесса в бронхах. В то же время при не-
аллергическом варианте заболевания экспрессия 
мРНК AID, возможно, регулируется по принци-
пу отрицательной обратной связи. 

В заключение можно отметить, что, вероятно, 
анализ уровней экспрессии белка AID, полимор-
физмов его гена позволит получить дополни-
тельные сведения о роли этого фермента в па-
тогенезе БА и взаимоотношений его экспрессии 
с уровнями его мРНК при различных вариантах 
заболевания. Важность этих исследований под-
черкивается перспективой разработки таргетной 
терапии, включая топическую, направленную 
на механизм переключения В-клеток на синтез 
IgE (CSR) [6].
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АМИНОКИСЛОТНЫЙ БАЛАНС ПЛАЗМЫ КРОВИ 
И МОНОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ КАК ФАКТОР, 
ОТРАЖАЮЩИЙ ТЯЖЕСТЬ ТЕЧЕНИЯ ТУБЕРКУЛЕЗНОГО 
ПРОЦЕССА
Скорняков С.Н., Сабадаш Е.В., Медвинский И.Д., Новиков Б.И., 
Павлов В.А.
ФГБУ «Уральский научно-исследовательский институт фтизиопульмонологии» МЗ РФ, г. Екатеринбург, 
Россия

Резюме. Обследованы 90 больных туберкулезом легких, разделенных на 3 группы по интенсивно-
сти и форме заболевания: первая – 32 больных инфильтративным туберкулезом с поражением 2-х 
сегментов; вторая – 31 пациента с туберкулемой легкого, третья – 27 больных фиброзно-каверноз-
ным туберкулезом с давностью заболевание не более двух лет после относительной стабилизации 
процесса. Четвертая – группа сравнения – 30 здоровых добровольцев. Проведенный анализ пока-
зал, что в целом при туберкулезе легких аминокислотный баланс моноцитов можно охарактеризовать 
как дефицитный по антиоксидантным ресурсам. В случае туберкулезного воспаления в большей сте-
пени критерием специфической резистентности организма являются не столько процессы окисления 
глутатиона, а способность накапливать необходимые концентрации таурина в иммунокомпетентных 
клетках. Показатели соотношения таурина в плазме и моноцитах обнаруживают различные значения 
в зависимости от клинической формы туберкулеза легких. Перераспределение аминокислот плазмы 
в моноциты и, наоборот, «вымывание» из клеток некоторых аминокислот можно рассматривать в ка-
честве фактора, отражающего тяжесть течения инфекционного процесса.
Ключевые слова: аминокислоты, таурин, глутатион, моноциты, туберкулез легких

АMINO ACID BALANCE PLASMA AND MONOCYTES IN 
PATIENTS WITH TUBERCULOSIS AS A FACTOR, REFLECTS 
THE SEVERITY OF DEVELOPMENT OF TUBERCULOSIS
Skorniakov S.N., Sabadash E.V., Medvinsky I.D., Novikov B.I., 
Pavlov V.A.
Ural Research Institute of Phthysiopneumology, Russian Ministry of Health Care, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. The study included 90 patients with pulmonary tuberculosis who were divided into 3 groups, 
according to intensity and clinical form of the disease. Group 1 included 32 patients with infiltrative tuberculosis 
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and two-segment pulmonary lesions; group 2, 31 patients with pulmonary tuberculoma, and group 3, 27 patients 
with fibrous/cavernous tuberculosis for less than two years after the process stabilization. Group 4 represented a 
control (comparison) group of 30 healthy volunteers. The analysis showed that amino acid balance of monocytes 
in pulmonary tuberculosis can be, in general, characterized as deficient for antioxidant resources. In case of 
tuberculous inflammation, the criteria of specific resistance comprise a necessary taurine pool to greater extent 
than glutathione oxidation in immunocompetent cells. The plasma/monocyte taurine ratios exhibit different 
values, depending on clinical form of pulmonary tuberculosis. Redistribution of plasma amino acids to the 
monocytes, or, vice versa, probable “washout” certain amino acids from the cells may be considered a factor that 
reflects severity of the infectious process.

Keywords: amino acids, taurine, glutathione, monocytes, pulmonary tuberculosis

Введение
В условиях современной эпидемической си-

туации по туберкулезу, отличающейся необхо-
димостью повышения эффективности лечения, 
механизмы повышения устойчивости организма 
к развитию данного заболевания остаются недо-
статочно изученными. Известно, что основными 
структурами, инициирующими иммунный ответ 
на микобактерии туберкулеза (МБТ), являются 
альвеолярные макрофаги и регионарные ден-
дритные клетки, способные к миграции в мест-
ные лимфоузлы и презентации антигенов в них 
[1, 7, 17].

Продуктивный ответ на инфекцию возможен 
только со стороны системы фагоцитирующих 
мононуклеаров, тесно взаимодействующей с хел-
перной системой Т-лимфоцитов [1, 6]. Это взаи-
модействие начинается с поглощения макрофа-
гами МБТ и презентации их антигенов на фоне 
незавершенного фагоцитоза, что характеризует 
декомпенсацию внутриклеточного разрушения 
МБТ неактивированными макрофагами. По мере 
увеличения антигенной нагрузки объемы презен-
тации растут, что приводит к формированию по-
пуляции Т-хелперов, стимулирующих фагоцитоз 
в очаге, повышающих его эффективность. Под 
влиянием МБТ макрофаги в очаге специфиче-
ского воспаления претерпевают изменения в трех 
направлениях: пенистый макрофаг, эпителио-
идная клетка и гигантская многоядерная клетка 
Пирогова–Лангханса. [1]. Пенистые макрофаги 
возникают из мигрировавших в очаг и поглотив-
ших МБТ моноцитов, которые, под действием 
миколовых и кетомиколовых кислот, теряют спо-
собность фагоцитировать микобактерии и под-
держивать кислородный взрыв. В этих клетках 
поддерживается нормальный или повышенный 
синтез фактора некроза опухоли α (TNFα), име-
ются клеточные включения (пенистость), состо-
ящие из миколовых кислот, а также дормантные 
(«дремлющие») формы МБТ. Эпителиоидные 
клетки сохраняют некоторую способность к фа-
гоцитозу, так же почти не экспрессируют маркеры 
апоптоза и активно синтезируют TNFα, гамма-
интерферон, интерлейкин-10. Кластеры эпите-

лиоидных клеток сливаются, образуя гигантские 
многоядерные клетки Пирогова–Лангханса.

Гигантские многоядерные клетки несут в себе 
микобактерии, активно поддерживают кисло-
родный взрыв (НАДФН – оксидазную актив-
ность), имеют большое количество молекул ком-
плекса МНС –II, но не синтезируют TNFα. Все 
фагоцитирующие клетки в очаге туберкулезной 
инфекции осуществляют борьбу с МБТ при по-
мощи механизмов образования внутриклеточных 
активных форм кислорода (макрофаги и нейтро-
фильные гранулоциты) и азота (только активиро-
ванные макрофаги) [22, 24, 25]. 

Эти соединения, попадая во внеклеточную 
среду, приводят к процессам перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ), стимулируют приток ней-
трофилов, увеличивают повреждения клеток ма-
кроорганизма [2, 4, 5, 8, 9, 22, 24, 25].

В совокупности механизмы формирования 
туберкулезной гранулемы направлены на сни-
жение доли некомпетентного фагоцитоза и вне-
клеточной агрессии, увеличение количества 
Т-лимфоцитов хелперов (Тх1), активных форм 
азота в макрофагах, а также продукции провос-
палительных цитокинов иммунокомпетентными 
клетками. У пациентов же с нарушением функций 
фагоцитов, недостаточностью CD4-позитивных 
лимфоцитов новая гранулема не формируется, 
а старые неинкапсулированные гранулемы пре-
терпевают изменения инфильтративного харак-
тера с повышением роли нейтрофильных грану-
лоцитов и увеличением свободно радикальной 
нагрузки на ткани [5, 8]. В патогенезе образо-
вания патологического очага при туберкулезе 
немаловажную роль играют активные формы 
кислорода и азота, выделяемые клетками спец-
ифической и неспецифической резистентности. 
Эти соединения имеют значение и в формирова-
нии вторичных рубцовых изменений, сопрово-
ждающих разрешение туберкулезного процесса 
[1, 2]. Метаболические реакции, определяющие 
функциональную активность иммунокомпетент-
ных клеток, играют существенную роль в фор-
мировании специфической резистентности 
организма. Так, с первых минут реакции бласт-
трансформации (РБТ) в лимфоцитах увеличива-
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ется потребление аденозинтрифосфата (АТФ). 
Активация энергетического обмена в этот период 
проявляется не только в ускорении обмена АТФ, 
но и в увеличении синтеза пиридиннуклеотидов, 
в которых непосредственное участие принимает 
аспарагин и аспарагиновая кислота. В результа-
те наблюдается значительное повышение вну-
триклеточного уровня НАД (в 6-11 раз) и НАДФ 
(в 10-21 раз). Активация синтеза пиридиновых 
нуклеотидов активированных лимфоцитов не-
обходима для поддержания оксидоредуктазных 
реакций, для синтеза ДНК, репаративных ре-
акций [1,  2, 3, 16]. Высокую значимость в под-
держании функциональной активности клеток 
иммунной системы имеют глутатион и ферменты 
глутатионового метаболизма [14, 18, 23]. Глутати-
он непосредственно модулирует пролиферацию 
Т-лимфоцитов. Лимфоциты, обедненные глу-
татионом, не в полной мере не развивают РБТЛ 
на митогенные пектины. Экзогенный глутатион 
частично поддерживает уровень внутриклеточ-
ного глутатиона и полностью восстанавливает 
пролиферацию, а эндогенный играет ключевую 
роль в метаболических реакциях, связанных 
с синтезом ДНК. И, кроме того, опосредует эф-
фекты экзогенных тиолов. Метаболическая роль 
глутатиона и ферментов глутатионового обмена 
связана также с антиоксидантными процессами. 
Предполагается, что синтез и восстановление 
глутатиона через глутатионредуктазу обеспечи-
вают полноценные эффекторные функции есте-
ственных киллеров [12, 19]. 

Высокой информативностью для исследова-
ния метаболизма активированных лимфоцитов 
обладают окислительно-восстановительные фер-
менты. Обнаружена прямая зависимость меж-
ду геногеографией наследственного дефицита 
Г6ФДГ и распространенностью туберкулеза лег-
ких [13, 18, 21], что происходит следующим об-
разом: уменьшается активность оксидоредуктаз, 
определяющих интенсивность энергетических 
реакций в клетках и уровень ключевой реакции 
пентозофосфатного цикла и НАДФН- зависи-
мых пластических процессов и реакций восста-
новления глутатиона [10, 11, 20].

Таким образом, функциональное состояние 
иммунокомпетентных клеток напрямую зависит 
от степени сохранности метаболических показа-
телей. Изучение особенностей аминокислотного 
баланса моноцитов при различных клинических 
формах туберкулеза легких явилось целью насто-
ящего исследования.

Материалы и методы
Группы пациентов. 1-я – 32 с инфильтратив-

ным туберкулезом с поражением не более двух 
сегментов. Эта клиническая форма возникает 
на фоне специфической гиперсенсибилизации 

легочной ткани и значительного усиления экс-
судативной тканевой реакции в зоне воспале-
ния. Клинико-морфологической особенностью 
инфильтративного туберкулеза считают распро-
страненное поражение легкого с наклонностью 
к быстрому прогрессированию туберкулезного 
процесса. Длительность лечения 3-4 месяца. 

2-я – 31 с туберкулемой легкого, получавших 
лечение в течение 3-4 месяцев. Туберкулема лег-
ких – клиническая форма, при которой в легоч-
ной ткани формируется казеозно-некротическое 
образование, отграниченное от прилежащей ле-
гочной ткани двухслойной капсулой, развиваю-
щееся на фоне гиперергической реакции клеточ-
ных элементов легочной ткани на микобактерии 
туберкулеза и повышенной активности фибро-
пластических процессов в зоне туберкулезного 
воспаления. 

3-я – 27 с фиброзно-кавернозным туберку-
лезом (ФКТ), давностью заболевание не более 
двух лет после относительной стабилизации про-
цесса (через 3-4 месяца после начала лечения). 
Для ФКТ характерно наличие одной или не-
скольких каверн с хорошо сформированным 
фиброзным слоем в стенках, выраженными фи-
брозными и полиморфными очаговыми изме-
нениями в ткани легкого, типично хроническое 
волнообразное, прогрессирующее течение. 4-я – 
сравнения – 30 здоровых добровольцев.

Все больные проходили при поступлении и в 
процессе лечения стандартное клиническое, ла-
бораторное, лучевое исследование (Приказ МЗ 
РФ от 21 марта 2003 года № 109). 

Исследование аминокислот в плазме и кле-
точной взвеси (в данном исследовании – моно-
цитов) осуществляли на газожидкостном амино-
кислотном анализаторе. Для удобства изложения 
материала, изменения количества аминокислот 
и их производных приведены в % относительно 
общего количества аминокислот. Статистическая 
обработка результатов проведена с использова-
нием программы Microsoft Excel 2007 (Microsoft® 
Windows® XP Professional, USA) и программы 
«STATISTICА» v. 6.0 (StatSoft, USA). 

Результаты и обсуждение
Проведенное исследование показало, что 

аминокислотный баланс плазмы и моноцитов 
при туберкулезе легких отличается от здоровых 
(табл. 1). Развитие туберкулезного воспаления 
сопровождается изменением соотношения ами-
нокислот включающихся в синтез соединений 
антиоксидантной защиты. Так, в контрольной 
группе выявлено значительное преобладание 
таурина в лейкоцитах по сравнению с другими 
серосодержащими аминокислотами – метиони-
ном и цистеином. Таурин – природная амино-
сульфоновая кислота (b-аминоэтансульфоновая 
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кислота, Н2NCH2CH2SO3H), нормализуя мета-
болические процессы, обладает регенерирую-
щим, репаративным, мембрано-протекторным 
действием, играет большую роль в липидном об-
мене, оптимизации энергетических и обменных 
процессов, сохранении электролитного состава 
цитоплазмы (за счет накопления ионов калия 
и кальция), выполняет функцию нейромедиато-
ра. Следует отметить, что синтез таурина являет-
ся следствием метаболической цепочки, вклю-
чающей метионин и цистеин [26].

Только в случае здоровой группы мы видим 
закономерную динамику изменения концентра-
ции этих аминокислот, что, вероятно, отражает 
состояние клеточной мембраны и достаточный 
детоксикационный ресурс здоровой клетки и не 
исключает наличие повреждения ферментных 
систем при развитии специфического воспали-
тельного процесса (табл. 1). 

В условиях же туберкулезного экссудативно-
го воспаления (инфильтративный туберкулез) 
отмечено значительное, по сравнению со здо-
ровыми, снижение количества серосодержащих 
аминокислот, в большей степени – таурина. При 
этом соотношение его концентраций в плазме 
и моноцитах также значительно изменяется, 
что, вероятно, отражает потребность в антиок-
сидантных ресурсах (в данной группе количе-
ство окисленного глутатиона 6,8±0,4 ммоль/л 
по сравнению со здоровой группой, в которой 
этот показатель составил 11,89±4,5 ммоль/л). 
При дальнейшем развитии туберкулезного про-
цесса и формировании ФКТ, который характе-
ризуется не только более длительным течением, 
постоянным бактериовыделением, но и выра-
женной реакцией соединительной ткани, со-
отношение таурина становится «обратным», 
т.е. количество его в моноцитах значительно 
меньше, чем в плазме. При этом концентра-

ция окисленного глутатиона составляет 8,8±0,4 
ммоль/л, превышая данный показатель при ин-
фильтративном туберкулезе. При туберкуломах 
соотношение таурина в плазме и моноцитах 
характеризуется незначительным преобладани-
ем последнего в клетках. При этом количество 
глутатиона составляет 15,1±0,7 ммоль/л и яв-
ляется максимальным среди представленных 
групп. Подчеркнем, что туберкулома считается 
относительно благоприятным вариантом разви-
тия процесса, поскольку характеризуется отгра-
ничением процесса с формированием плотной 
капсулы, и в данном случае наибольшие кон-
центрации окисленного глутатиона несомненно 
коррелируют с особенностями течения.

В синтезе глутатиона наряду с таурином при-
нимает участие глутаминовая кислота и пролин. 
В отношении данных аминокислот динамика 
не представляется такой очевидной (табл. 1), 
как в случае таурина, что позволяет сделать вы-
вод о том, что именно концентрация таурина 
является специфическим отличительным при-
знаком экссудативной, пролиферативной и про-
лиферативно-некротической реакции при тубер-
кулезном воспалении. В этом случае отношение 
концентрации количества таурина в плазме и мо-
ноцитах можно использовать в качестве прогно-
стического признака развития специфического 
воспаления, Так, у здоровых этот коэффициент 
составил 0,15, при инфильтративном туберкуле-
зе – 0,55, туберкулеме – 0,69, ФКТ-1,33. Таким 
образом, коэффициент более единицы отражают 
процессы, сопровождающие хронизацию тубер-
кулезного воспаления с развитием ФКТ. 

Заключение
Результаты исследования свидетельствуют 

о том, что показатели соотношения таурина 
в плазме и моноцитах обнаруживают различные 

ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ АМИНОКИСЛОТНОГО БАЛАНСА ПЛАЗМЫ (%) И МОНОЦИТОВ (%) 
У ЗДОРОВЫХ ЛИЦ И БОЛЬНЫХ ИНФИЛЬТРАТИВНЫМ ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ, ФКТ И ТУБЕРКУЛЕМАМИ (М±m)

Группы
Показатели

Сравнения
(здоровые) Туберкулез

Инфильтративный ФКТ Туберкулома
Плазма Моноциты Плазма Моноциты Плазма Моноциты Плазма Моноциты

Таурин 1,08**±0,02 6,99*±1,8 **0,54±0,03 0,97*±0,5 1,5±0,2 1,12*±0,01 1,2±0,01 1,73*±0,01
Цистеин 3,96±0,1 3,12±0,4 2,8±0,3 2,1±0,38 2,8±0,2 2,3±0,5 2,3±0,4 1,9±0,1
Метионин 1,15±0,05 1,33±0,02 0,8±0,3 0,78±0,01 0,6±0,02 1,27±0,01 0,9±0,02 0,84±0,25
Пролин 4,31±0,2 5,38±0,4 6,9±0,4 6,2±0,1 5,8±0,2 4,46±0,2 6,2±0,3 7,4±0,01
Глютамин. к-та 4,32±1,6 7,32±1,2 5,9±0,3 6,8±0,7 4,3±0,5 6,43±0,4 3,7±0,4 4,38±0,2

Примечание. * – р < 0,05 различия достоверны по концентрации таурина в моноцитах между группами сравнения, 
инфильтративным туберкулезом, ФКТ, туберкулемой;  
** – р < 0,05 различия достоверны по концентрации таурина в плазме и моноцитах между группами сравнения 
и инфильтративным туберкулезом.
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значения в зависимости от клинической формы 
туберкулеза легких. В случае туберкулезного вос-
паления в большей степени критерием специ-
фической резистентности организма являют-
ся не столько процессы окисления глутатиона, 
а способность накапливать необходимые кон-
центрации таурина в иммунокомпетентных клет-
ках.

В целом при туберкулезе легких аминокислот-
ный баланс моноцитов можно охарактеризовать 
как дефицитный по антиоксидантным ресурсам. 
Перераспределение аминокислот плазмы крови 
в моноциты и, наоборот, «вымывание» из клеток 
некоторых аминокислот можно рассматривать 
в качестве фактора, отражающего тяжесть тече-
ния инфекционного процесса.
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МОДЕЛЬ «CVCACS» ДЛЯ ПРОГНОЗИРОВАНИЯ РАЗВИТИЯ 
КАРДИОВАСКУЛЯРНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ В ГОСПИТАЛЬНОМ 
ПЕРИОДЕ ОСТРОГО КОРОНАРНОГО СИНДРОМА
Манюкова Э.Т., Шаленкова М.А., Михайлова З.Д.
ГБУЗ НО «Городская клиническая больница № 38», г. Нижний Новгород, Россия

Резюме. У 68 больных острым коронарным синдромом (ОКС) изучалась взаимосвязь уровня ин-
терлейкина (IL)-6 и -10 в крови и слюне, высокочувствительного С-реактивного белка (hs-СРБ) и на-
трийуретического пептида (NTproBNP) в крови с развитием кардиоваскулярных осложнений (КВО) 
в госпитальном периоде заболевания. Установлено, что содержание IL-6 в крови, IL-6, IL-10 в слю-
не, hs-СРБ и NTproBNP в крови было выше у больных с развитием КВО. При этом более высокий 
уровень IL-6 в слюне, чем в крови, явился предиктором развития КВО. Для прогнозирования раз-
вития КВО в госпитальном периоде ОКС была создана модель «CVCACS» с использованием значе-
ния возраста, уровня IL-10 в слюне, IL-6 и hs-СРБ в крови. При этом значение переменной модели 
«CVCACS» > -0,657 связано с развитием КВО в госпитальном периоде ОКС, а ≤ -0,657 с благоприят-
ным течением госпитального периода ОКС.

Ключевые слова: интерлейкин-6, интерлейкин-10, высокочувствительный С-реактивный белок, кардиоваскулярные 
осложнения, острый коронарный синдром

“CVCACS” MODEL FOR PREDICTION OF CARDIOVASCULAR 
COMPLICATIONS IN HOSPITALIZED PATIENTS WITH ACUTE 
CORONARY SYNDROME
Manyukova E.T., Shalenkova M.A., Mikhailova Z.D. 
Municipal Clinical Hospital N 38, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. Sixty-eight patients with acute coronary syndrome (ACS) were studied for correlations between 
the levels of interleukin IL-6 and IL-10 in blood and saliva, highly sensitive C-reactive protein (hs-CRP) and 
brain natriuretic peptide (NtproBNP) in the blood serum with the development of cardiovascular complications 
(CVC) during hospital period of the disease. It has been revealed that the patients with CVC had higher 
concentration of IL-6 in blood, IL-6, IL-10 in saliva, hs-CRP and NtproBNP in blood samples. Meanwhile, 
excess of IL-6 levels in saliva over those in blood was a significant predictor of CVC development. In order 
to facilitate the prediction values of CVC during ACS hospital period we have proposed a “CVCACS” model 
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that employed the parameters of patient’s age, IL-10 level in the saliva, IL-6, and hs-CRP amounts in blood. 
It should be mentioned that the variable value of > -0,657 obtained with “CVCACS” model was predictive for 
development of CVC during ACS hospital period, while ≤ -0,657 was associated with favorable course of ACS 
hospital period.

Keywords: interleukin-6, interleukin-10, highly sensitive C-reactive protein, cardiovascular complications, acute coronary syndrome

Введение
Распространенность сердечно-сосудистых за-

болеваний в РФ неуклонно растет, и именно эти 
заболевания остаются ведущей причиной смер-
ти населения страны [3, 8]. В РФ из всех смер-
тей от любых причин 28% приходится на ише-
мическую болезнь сердца (ИБС), прежде всего 
на острый коронарный синдром (ОКС) [6]. В по-
следние годы произошла переоценка ключевых 
положений патогенеза атеросклероза и ИБС 
с позиций развития иммунного воспаления в со-
судистой стенке [4, 5, 12]. Прогностическая зна-
чимость таких показателей, как С-реактивный 
белок (СРБ), натрийуретический пептид 
(NTproBNP), цитокины, недостаточно изучена, 
а результаты проведенных исследований носят 
противоречивый характер. В то же время, если 
изучение содержания и предикторной способно-
сти интерлейкинов (IL)-6, -10 в крови при ОКС 
проводилось ранее [2, 10, 13], то в слюне такие 
исследования не выполнялись. В настоящее вре-
мя для стратификации риска развития неблаго-
приятных исходов при ОКС применяются такие 
шкалы риска, как GRACE, TIMI, РЕКОРД и др. 
Однако, они не учитывают патогенетический 
аспект развития атеротромбоза и их прогности-
ческая способность не ориентирована на раз-
витие кардиоваскулярных осложнений (КВО). 
При этом моделей для прогнозирования риска 
развития КВО у больных в госпитальном перио-
де ОКС, включающих в себя уровни IL-6, IL-10 
в крови и слюне, в доступной литературе не было 
найдено. 

Цель работы: создание модели оценки ри-
ска развития КВО в госпитальном периоде ОКС 
с использованием маркеров воспаления.

Материалы и методы
Изучены данные обследования 68 больных 

ОКС (52 мужчины; 16 женщин), полученные 
в 1-3 сутки заболевания до развития КВО. Все 
больные ОКС, средний возраст 59,5 (50; 65) лет, 
госпитализированы экстренно в инвазивный 
и неинвазивный стационары. Критериями ис-
ключения были: возраст старше 75 лет; тяжелая 
дыхательная и/или почечная, и/или печеночная 
недостаточность; комы любой этиологии; сахар-
ный диабет в стадии декомпенсации; онкологи-
ческие и/или психические заболевания, острые 

инфекционные заболевания, отказ подписать до-
бровольное согласие на участие в исследовании. 

В 1-3 сутки госпитализации натощак у всех 
больных проводили забор крови из кубитальной 
вены и смешанной нестимулированной слюны. 
Отцентрифугированная венозная кровь и на-
тивная слюна хранились при температуре -20 °С. 
Затем, одномоментно, при температуре +20 °С в 
биологическом материале определяли содержа-
ние: IL-6 и IL-10 в крови и слюне методом твер-
дофазного иммуноферментного анализа с по-
мощью набора реагентов фирмы «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск, Россия); высокочувствитель-
ного СРБ (hs-СРБ) в крови иммунотурбидиме-
трическим методом с использованием реагентов 
CRPLatex фирмы Beckmancoulter (Германия) 
и NTproBNP в крови методом твердофазного им-
муноферментного анализа с помощью набора ре-
агентов фирмы «Вектор-Бест» (г. Новосибирск, 
Россия).

Обследование и лечение больных ОКС про-
водилось в соответствии с рекомендациями 
ВНОК [7]. 

В соответствии с общепринятыми рекоменда-
циями (ESC, 2012) [9] для оценки риска развития 
летального исхода (ЛИ) в госпитальном пери-
оде заболевания у всех больных ОКС использо-
вали шкалу риска GRACE, включающую в себя 
оценку клинических признаков [возраст, частоту 
сердечных сокращений (ЧСС), систолическое 
артериальное давление (АД), уровень креатини-
на сыворотки, класс сердечной недостаточно-
сти (по классификации Killip), остановку сердца 
(на момент поступления пациента), девиацию 
сегмента ST, наличие диагностически значимо-
го повышения кардиоспецифических маркеров] 
с подсчетом баллов, сумма которых соответствует 
различной степени риска развития ЛИ в госпи-
тальном периоде ОКС: от 1 до 108 – низкий риск, 
от 109 до 140 – умеренный риск, от 141 до 372 – 
высокий риск [11].

Статистическую обработку данных осущест-
вляли с помощью пакета прикладных программ 
SPSS 17.0, MedCalc 9.3.7.0. Рассчитывали сред-
ние значения (Ме – медиана) в виде Mе (Q25; Q75), 
где Q25 и Q75 – нижний и верхний квартили; отно-
сительные показатели (Р, в %) в виде Р (нижний 
уровень; верхний уровень 95% доверительного 
интервала на основе метода Клоппера–Пирсо-
на). Для сравнения непрерывных величин при 
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ненормальном распределении показателя ис-
пользовали непараметрический критерий Ман-
на–Уитни (U-критерий). Сравнение дискретных 
величин проводили с использованием критерия 
χ2 с поправкой на непрерывность по Йетсу. Если 
число случаев в одной из сравниваемых групп 
было менее 5, использовали двусторонний кри-
терий Фишера (F-критерий). Различия считали 
значимыми при р < 0,05. Для выявления группы 
факторов, связанных с неблагоприятными со-
бытиями, использовали метод бинарной логи-
стической регрессии. С целью выявления про-
гностической значимости значения созданной 
прогностической модели проводилось постро-
ение характеристической кривой (ROC-curve, 
receiver-operator characteristic curve) [1].

Результаты и обсуждение
У 26 (38%) из 68 больных ОКС, в среднем 

на 7,6±4,2 сутки, течение госпитального перио-
да было осложнено развитием КВО: пароксизм 
фибрилляции предсердий – в 7, пароксизм над-
желудочковой тахикардии – в 19, желудочковая 
экстрасистолия (высоких классов по Lown) – 
в 19, синдром слабости синусового узла – в 7, 
острая аневризма левого желудочка – в 15, ран-
няя постинфарктная стенокардия – в 42, син-
дром Дресслера – в 3,8, острое нарушение моз-
гового кровообращения – в 3,8, полная блокада 

левой ножки пучка Гиса – в 3,8% случаев. При 
этом у 5 больных (19%) развилось 2 и более КВО. 
Группы больных с и без развития КВО были со-
поставимы по возрасту, полу, данным анамнеза 
и другим характеристикам (табл. 1). 

В первые сутки госпитализации у каждого 
больного ОКС проводился расчет степени риска 
развития ЛИ в госпитальном периоде заболева-
ния по модифицированной шкале GRACE и, да-
лее в динамике госпитального периода, оценива-
лась частота развития КВО (табл. 2). 

Высокий риск развития ЛИ по шкале GRACE 
выявлен у 8,8% больных ОКС, при этом у ½ та-
ких больных в госпитальном периоде развились 
КВО, однако ЛИ не было. У ½ больных ОКС 
риск развития ЛИ по шкале GRACE был сред-
ним, из них у 1 больного в госпитальном периоде 
заболевания произошло развитие ОНМК с ЛИ, 
а развитие КВО – у половины из этих пациентов. 
Реже, чем средний риск, установлен низкий риск 
ЛИ по шкале GRACE (39,7%), из них у ¼ больных 
развились КВО. 

Проанализировано содержание IL-6, IL-10, 
hs-СРБ и NTproBNP в крови и IL-6, IL-10 в слю-
не у больных ОКС с и без развития КВО (табл. 3).

У больных с развитием КВО в крови установ-
лено более высокое содержание IL-6, hs-СРБ 
и NTproBNP, по сравнению с таковыми при не-
осложненном течении (р > 0,05). Уровень IL-10 
в крови был сопоставим у больных с и без раз-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ ОКС С И БЕЗ РАЗВИТИЯ КВО

Показатель

Больные ОКС (n = 68)

рс развитием КВО (n = 26) без развития КВО
 (n = 42)

Абс. 
числа % (95% ДИ) Абс. 

числа % (95% ДИ)

Возраст, Mе (Q25; Q75) 64 (52;66) 57 (50;65) 0,119
Мужской пол 20 76,92 (56,4; 91) 32 76,19 (60,5; 87,9) 0,822
ИБС в анамнезе 19 73,08 (52,2; 88,4) 25 59,52 (43,3; 74,4) 0,381

Инфаркт миокарда 
в анамнезе 4 15,38 (4,4; 34,9) 10 23,81 (12,1; 39,5) 0,541

ЧКВ1 в анамнезе 2 7,69 (0,9; 25,1) 4 9,52 (2,7; 22,6) 1,0
Сахарный диабет 
2 типа 4 15,38 (4,4; 34,9) 2 4,76 (0,6; 16,2) 0,192

Артериальная гипер-
тензия 22 84,62 (65,1; 95,6) 34 80,95 (65,9; 91,4) 0,756

ОНМК2 в анамнезе 2 7,69 (0,9; 25,1) 1 2,38 (0,1; 12,6) 0,553
ТЛТ3 при поступлении 6 60 (26,2; 87,8) 13 86,67 (59,5; 98,3) 0,175
Подъем сегмента ST 
на ЭКГ при поступле-
нии

10 38,46 (20,2; 59,4) 15 35,71 (21,6; 52) 0,819

Примечание. 1 – чрескожное коронарное вмешательство; 2 – острое нарушение мозгового кровообращения;  
3 – тромболитическая терапия; уровень статистической значимости при р < 0,05.
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вития КВО. В слюне более высокий уровень IL-6 
и IL-10 был у больных с развитием КВО, чем без 
них (р = 0,02 и р = 0,019). 

Уровень IL-6 в слюне у больных ОКС с разви-
тием осложнений был в 4 раза выше, чем в крови 
(р = 0,009), напротив, при неосложненном те-
чении содержание IL-6 было выше в крови, чем 
в слюне (р > 0,05). Содержание IL-10 при ОКС 
было значимо выше в слюне, чем в крови как при 
осложненном (р < 0,001), так и при неосложнен-
ном течении (р < 0,001). Таким образом, более 
высокое содержание IL-6 в слюне, чем в крови, 
в 1-3 сутки ОКС явилось предиктором развития 
КВО в госпитальном периоде заболевания.

В связи с отсутствием моделей стратифика-
ции риска развития КВО в госпитальном перио-
де у больных ОКС с использованием IL-6, IL-10 
в крови и слюне, полученными нами данными 
по различному содержанию IL-6, IL-10 в крови 
и слюне у больных с и без развития КВО нами 
была создана модель для прогнозирования раз-
вития КВО в госпитальном периоде ОКС. Она 
включала в себя, наряду с хорошо известными 
и изученными показателями (возраст, пол, ЧСС, 
уровень систолического и диастолического АД, 
hs-СРБ, NTproBNP, наличие в анамнезе: инфар-
кта миокарда, интервенционного вмешательства, 
курения), уровень IL-6, IL-10 в крови и слюне.

В результате применения бинарной логисти-
ческой регрессии при обратном отборе перемен-
ных методом ввода (Enter) была выделена груп-
па независимых переменных (возраст, hs-СРБ, 

IL-10 в слюне, IL-6 в крови), позволивших соз-
дать устойчивую модель с уровнем значимости 
р = 0,047 и с процентом конкордации 66,2, при 
этом отношение шансов каждого из предикторов 
было равно 1. 

Для построения уравнения логистической 
регрессии за основу была взята формула [1]:  
у = constanta+K1*iK1+K2*iK2+K3*iK3+K4*iK4, где 
K1 – коэффициент возраста, iK1 – значение воз-
раста; K2 – коэффициент IL-10 в слюне, iK2 – 
значение IL-10 в слюне; K3 – коэффициент IL-6 
в крови, iK3 – значение IL-6 в крови; K4 – коэф-
фициент hs-СРБ, iK4 – значение hs-СРБ. 

Подставив в уравнение имеющуюся константу 
и коэффициенты каждого из выявленных нами 
предикторов, было построено уравнение логи-
стической регрессии: у = – 3,7828+0,0479 * зна-
чение возраста + 0,03248 * значение IL-10 в слю-
не (пг/мл) + (-0,06394) * значение IL-6 в крови 
(пг/мл) + 0,05166 * значение hs-СРБ (мг/л). 

Полученному интегральному показателю (пе-
ременная логистической регрессии) – «у» было 
присвоено имя «Cardio Vascular Complication in 
Acute Coronary Syndrome» – «CVCACS». С целью 
выявления прогностической значимости создан-
ной модели переменная «CVCACS» была введена 
в процедуру ROC-анализа. Установлено, что в от-
ношении риска развития КВО качество создан-
ной модели «CVCACS» является хорошим [AUC 
0,716 (95% ДИ 0,594-0,819), р = 0,001]. Вместе 
с тем значение прогностической чувствительно-
сти для «CVCACS» составило 80% (95% ДИ 60-

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА РАЗВИТИЯ КВО В ГОСПИТАЛЬНОМ ПЕРИОДЕ У БОЛЬНЫХ ОКС С РАЗЛИЧНОЙ СТЕПЕНЬЮ 
РИСКА РАЗВИТИЯ ЛЕТАЛЬНОГО ИСХОДА ПО МОДИФИЦИРОВАННОЙ ШКАЛЕ GRACE 

Степень риска
Больные ОКС (n = 68) Частота развития КВО (n = 26)
n % n %

низкий 27 39,7 6 22
средний 35 51,5 17 48,6
высокий 6 8,8 3 50

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ IL-6, IL-10, hs-СРБ, NTproBNP В КРОВИ И IL-6, IL-10 В СЛЮНЕ У БОЛЬНЫХ ОКС С И БЕЗ 
РАЗВИТИЯ КВО, Mе (Q25; Q75)

ОКС
IL-6, (пг/мл) IL-10, (пг/мл) hs-СРБ,

(мг/л)
NTproBNР,  

(пг/мл) в крови в слюне в крови в слюне

с развитием 
КВО (n = 26)

1,75
(0,5; 5,42)b

7,11  
(0,6; 23,75)аb

0,1  
(0,1; 0,1)b

2,59  
(1,27; 3,76)ab

7,1  
(3,4; 17,3)

203  
(30,4; 605,4)

без раз-
вития КВО 
(n = 42)

1,64  
(0,35; 6,03)

0,76  
(0,1; 4,06)а

0,1  
(0,1; 0,59)b

1,46  
(0,1; 2,35)аb

4  
(1,95; 8,05)

147,32  
(34,8; 356,5)

Примечание. а – значимость различий в группах с развитием и без развития КВО при р < 0,05; b – значимость различий 
в группе в разных биологических средах при р < 0,05.
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93%), специфичности – 64% (95% ДИ 48-78%), 
диагностической эффективности – 72%, отноше-
ние правдоподобия для положительных результа-
тов – 2,26, отрицательных – 0,3. Установлено, что 
значение переменной «CVCACS» > -0,657 было 
связано с развитием КВО, а ее значение ≤ -0,657 
с благоприятным течением госпитального пе-
риода ОКС. Величина ROC-кривой для пере-
менной «CVCACS» в отношении риска развития 
КВО в госпитальном периоде ОКС представлена 
на рисунке 1.

Таким образом, кроме общепринятой шка-
лы GRACE, определяющей риск развития ЛИ, 
у больных ОКС дополнительно может быть ис-
пользована модель «CVCACS» для стратифи-
кации риска развития КВО в госпитальном пе-
риоде ОКС. При этом значение переменной 
«CVCACS» > -0,657 связано с высоким риском 
развития КВО.

Заключение
1. У больных ОКС с развитием КВО в госпи-

тальном периоде выявлено более высокое содер-
жание IL-6, hs-СРБ, NTproBNP в крови и IL-6, 
IL-10 в слюне, чем у больных без развития КВО.

2. Установлено, что предиктором развития 
КВО в госпитальном периоде ОКС являлся более 
высокий уровень IL-6 в слюне, чем в крови. 

3. Модель «CVCACS», учитывающая возраст, 
уровень IL-10 в слюне, IL-6 и hs-СРБ в крови, 
может применяться для оценки риска развития 
КВО в госпитальном периоде у больных ОКС 
дополнительно к оценке риска развития ЛИ по 
шкале GRACE.

4. Установлено, что значение переменной 
«CVCACS» > -0,657 было связано с развитием 
КВО, а ее значение ≤ -0,657 с благоприятным те-
чением госпитального периода ОКС.

Рисунок 1. Величина ROC-кривой для переменной «CVCACS» в отношении риска развития КВО в госпитальном 
периоде ОКС
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КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ДИАБЕТ-АССОЦИИРОВАННОГО ОСТЕОАРТРИТА
Ширинский И.В., Калиновская Н.Ю., Ширинский В.С.
ФГБУ «Научно-исследовательский институт клиники иммунологии» СО РАМН, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Остеоартрит (ОА) является гетерогенным заболеванием, один из возможных субтипов 
ОА – диабет-ассоциированный ОА. В настоящее время клинические и иммунологические характери-
стики ОА, связанного с диабетом, не изучены. Для оценки фенотипа диабет-ассоциированного ОА, 
связи его клинических проявлений с уровнем цитокинов ПК, обследовано 78 больных с генерализо-
ванным ОА: 52 больных опытной группы (82,6% женщины), у которых клиническим проявлениям 
ОА не менее года предшествовал СД 2 и 26 больных ОА (84,6% женщины) без сахарного диабета. 
Установлено, что клинические проявления ОА в сочетании с СД отличаются от таковых у больных ОА 
и характеризуются большей массой тела, более выраженным уровнем боли в суставах, увеличением 
продолжительности утренней скованности, большим уровнем снижения функции опорных суставов 
и кисти, качества жизни и большей тяжестью болезни. Тяжелые проявления ОА более свойственны 
у больных с плохо контролируемым СД, вынужденных принимать препараты инсулина. В сыворотке 
крови больных ОА в сочетании с СД, в отличие от больных ОА выявлено повышение уровня провос-
палительных (IL-6, IL-18) и снижение противоспалительных цитокинов (IL-10, адипонектин), и этот 
дисбаланс свидетельствует о более выраженном системном воспалении у пациентов первой группы. 
Содержание IL-6 в сыворотке крови коррелирует с рядом функциональных показателей тяжести 
ОА. Заключается, что ОА в сочетании с СД является особым субтипом ОА, требующим дальнейшего  
изучения иммунопатогенеза и разработки новых подходов к лечению.
Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, остеоартрит, цитокины, коморбидность, воспаление

CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL CHARACTERISTICS OF 
DIABETES-ASSOCIATED OSTEOARTHRITIS
Shirinsky I.V., Kalinovskaya N.Yu., Shirinsky V.S.
Research Institute of Clinical immunology, Siberian Branch, Russian Academy of Medical Sciences, Novosibirsk, 
Russian Federation

Abstract. Osteoarthritis (OA) has been shown to be a heterogeneous disease. Diabetes mellitus (DM)-
associated represents a special OA subtype. Its clinical and immunological characteristics are poorly understood. 
To assess immune phenotype of the diabetes-associated OA and appropriate relationship between its clinical 
manifestations and cytokine concentrations in peripheral blood, we examined 78 patients with generalized 
OA including 52 patients in experimental group (82.6% females) who exhibited clinical manifestations of OA 
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Введение
Остеоартрит (ОА) относится к числу наи-

более часто встречающихся заболеваний суста-
вов. Клинические проявления ОА выявляются 
у 10-20% населения [1, 6, 7], рентгенологические 
признаки обнаруживаются значительно чаще, 
а количество пациентов, имеющих клинические 
и структурные изменения, существенно увеличи-
вается с возрастом [6].

Патогенез ОА связывают со взаимосвязан-
ной комбинацией множества факторов (гене-
тических, эпигенетических, биомеханических, 
метаболических и др.), которые в итоге приво-
дят к развитию воспаления во всех структурах 
сустава, вовлечению в процесс клеток иммунной 
системы, жировой ткани, их медиаторов и фор-
мированию разнородных по фенотипу и этио-
патогенезу клинических вариантов (субтипов) 
болезни [7, 10, 11]. Так показано, что сахарный 
диабет 2 типа (СД 2) встречается у больных ОА 
значительно чаще (30%), чем в общей популяции 
(13%) [24]. Есть основания считать, что частое 
сочетание СД и ОА обусловлено их патогенети-
ческим сходством, что позволяет отнести эти за-
болевания к группе синтропных коморбидных 
болезней [5, 24], характеризующихся особыми, 
недостаточно описанными клиническими про-
явлениями (2), мало изученным иммунопатоге-
незом и требующих новых подходов к терапии.

Установлено, что повышенное содержание 
глюкозы в крови ассоциировано с развитием 
одно- и двухстороннего гонартроза [18, 19], и это 
позволило отнести СД к факторам риска ОА. Вы-
явлена повышенная экспрессия на хондроцитах 
рецепторов к конечным продуктам гликирования 
[23], активация рецепторов приводит к повы-
шению уровня провоспалительных медиаторов 
в хрящевой ткани. Показано, что СД характе-
ризуется признаками вялотекущего системного 
воспаления [6], которое может способствовать 
ускоренной деградации хряща.

Задачей исследования являлось изучение осо-
бенностей клинических проявлений диабет-ас-
социированного ОА и их связь с содержанием 

некоторых цитокинов, характеризующих выра-
женность системного воспаления, в сыворотке 
периферической крови. 

Материалы и методы
Обследовано 78 больных с генерализованным 

ОА: 52 больных опытной группы (84,1% жен-
щины), у которых клиническим проявлениям 
ОА не менее года предшествовал сахарный диа-
бет второго типа (СД) и 26 больных ОА (84,1% 
женщины) без сахарного диабета. Тридцать два 
пациента СД (61,5%) принимали сахарснижа-
ющие препараты в таблетированной форме, 20 
человек (38,5%) получали инсулинотерапию 
или сочетанное лечение. Для уменьшения вы-
раженности боли больные нерегулярно получали 
простые анальгетики (ацетаминофен), нестеро-
идные противовспалительные средства в разных 
дозировках. Оценка функции суставов и забор 
крови проводились до приема пациентами лекар-
ственных препаратов. Контроль за СД оценивали 
по уровню гликированного гемоглобина (HbA1c). 
Всем больным проводилась рентгенография по-
следующей оценкой изменений по критериям 
Kellgren–Lawrence. 

Оценка выраженности боли и других симпто-
мов ОА, нарушения функции суставов, качества 
жизни проводилась по шкалам KOOS (Knee injury 
and Osteoarthritis Outcome Score) [25], WOMAC 
(Western Ontario and McMaster Universities Arthritis 
Index) [9], FIHOA (Functional Index of Hand OA) 
[15], визуально-аналоговой шкале (ВАШ) боли 
и SF-36 [28]. 

Для оценки системного воспаления определя-
ли содержание IL-6, IL-10, IL-18 (Вектор-Бест, 
Россия), адипонектина (Abcam, UK) и СРБ (Ви-
тал Девелопмент Корпорэйшн, Россия) в сыво-
ротке крови с помощью стандартных наборов 
согласно инструкций фирм-производителей. 
Описательная статистика представлена медиа-
ной, 25% и 75% межквартильными интервалами. 
Для выявления различий между сравниваемы-
ми подгруппами использовали критерии Ман-

preceded by DM type II for, at least, 1 year, and 26 OA diabetes-free patients (84.6% females). We found that 
clinical manifestations of DM-associated OA were associated with increased body weight, more pronounced 
level of joint pains, longer duration of morning stiffness, decreased functionality of hands and large joints, 
impaired quality of life and more severe clinical pattern of the illness. Pronounced clinical manifestations 
in OA patients were more typical to the patients who required insulin therapy. The patients with DM type 
II-associated OA had elevated levels of proinflammatory (IL-6, IL-18) and reduced serum concentrations of 
anti-infammatory cytokines (IL-10, adiponectin), thus suggesting more pronounced systemic inflammation 
in patients of the first group. Concentrations of circulating IL-6 correlated with several functional indexes of 
OA severity. In conclusion, the DM-associated OA represents a special subtype of osteoarthritis, and deserves 
further studies of its immune pathogenesis and development of new treatment strategies. 

Keywords: type 2 diabetes mellitus, osteoarthritis, cytokines, comorbidity, inflammation
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на–Уитни. Корреляционные связи оценивались 
с помощью критерия Спирмена. 

Результаты
Клинические и рентгенологические призна-

ки гонартроза выявлены у 100% больных обеих 
групп, что соответствовало критериям отбора 
в исследовании, частота клинических и рентге-
нологических проявлений коксартроза и артро-
за кисти в обеих группах не отличались. Вторая 
и третья рентгенологическая стадия ОА установ-
лена у 85 и 80% больных.

В таблице 1 представлена общая характери-
стика обследованных пациентов. Видно, что 
в обеих группах больных преобладали пациенты 
(в первой группе женщин – 82,6%, во второй – 
84,6%) с избыточной массой тела, причем индекс 
массы тела статистически значимо был выше 
в подгруппе больных ОА в сочетании с СД. Воз-
раст больных, продолжительность течения ОА 
не отличались в группах сравнения. Существен-
ные отличия в сравниваемых группах больных 
были выявлены при оценке различных клини-
ческих показателей функции суставов и качества 
жизни (табл. 1).

Из таблицы 2 следует, что у больных ОА в соче-
тании с СД, в отличие от пациентов, не страдаю-
щих СД, были достоверно более выражены боле-
вые ощущения, оцениваемые по ВАШ и KOOS, 
продолжительность утренней скованности 
и оценка общего состояния здоровья больных. 
Помимо этого, первая группа пациентов характе-
ризовалась высокими показателями тяжести ОА 
по суммарному индексу WOMAC, снижению ка-
чества жизни по шкале KOOS и некоторым суб-
шкалам SF-36.

При анализе тяжести ОА в подгруппе больных 
с неконтролируемым СД (уровень сывороточ-
ного HB AIc > 8%) по сравнению с пациентами 
с контролируемым СД (уровень HB AIc < 8%) 
обнаружено статистически значимое повыше-
ние суммарного индекса WOMAC (р = 0,04). При 
оценке показателей качества жизни по KOOS 
и ролевого эмоционального поведения по SF-
36 установлено их снижение в группе больных 

с плохо контролируемым СД (р = 0,02 и р = 0,01 
соответственно). Кроме того, выявлено более 
выраженное ухудшение функции кисти по шка-
ле FIHOA у пациентов с более длительным (> 8 
лет) течением СД (6,5 [3,2-11] и 3 [1-6], р = 0,026) 
и получающих инсулин (7 [4,75-14] и 3 [1-6,75]).

Итак, больные с ОА, клиническим и рентге-
нологическим проявлениям которого не менее 
года предшествовал СД, являются преимуще-
ственно женщинами пожилого возраста с избы-
точной массой тела. В отличие от пациентов ОА, 
не страдающих сахарным диабетом, они характе-
ризуются более выраженным уровнем боли в су-
ставах, большей продолжительностью утренней 
скованности, большим уровнем снижения функ-
ции опорных суставов и кисти, качества жизни 
и, как следствие всего перечисленного, большей 
тяжестью болезни. Причем тяжелые проявления 
ОА более свойственны больным с плохо контро-
лируемым СД, вынужденным принимать препа-
раты инсулина.

Имеются ли у этих больных лабораторные 
признаки воспаления? Если да, то является 
ли воспаление звеном патогенеза ОА, способ-
ствующим прогрессии болезни?

В таблице 3 представлены данные о содержа-
нии ряда провоспалительных и противоспали-
тельных цитокинов и СРБ в сыворотке перифе-
рической крови обследованных больных.

Видно, что медиана уровня СРБ сыворот-
ки крови в обеих группах больных превышает 
референтные значения, однако, статистически 
значимых различий между группами не уста-
новлено. У больных ОА в сочетании с СД, в от-
личие от больных ОА, выявлено статистически 
значимое увеличение содержания IL-6, IL-18 
и снижение содержания IL-10, адипонектина. 
Выявленные изменения не были связаны с про-
должительностью СД, его методами лечения 
и степенью компенсации болезни. 

Установлена прямая корреляционная связь 
между уровнем сывороточного IL-6 и выражен-
ностью боли (r = 0,3, p = 0,028), изменениями ин-
декса функции кисти FIHOA (r = 0,31, p = 0,0212) 
и достоверная обратная связь с некоторыми па-
раметрами опросника качества жизни SF-36. 

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ БОЛЬНЫХ ОА

Показатели
Больные ОА 

в сочетании с СД
(n = 52)

Больные ОА
(n = 26) P

Возраст (годы) 63 (58,25-69) 66 (54-70)
Масса тела (кг) 92,5 (82,25-102,4) 75 (68,25-79,63) P < 0,0001
Объем талии (см) 106,5 (100-116,8) 87 (77,25-94,75) P < 0,0001
Индекс массы тела (кг/м2) 33,55 (31,21-38,43) 28,15 (24,3-31,1) P < 0,0001
Продолжительность заболевания СД (годы) 8 (5-12,75) –
Продолжительность заболевания ОА (годы) 4 (3-8) 6 (3-20,25) Р > 0,05

Примечание. В этой и последующих аналогичных таблицах в графах – медиана и межквартальные интервалы.
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ТАБЛИЦА 2. КЛИНИКО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ СОСТОЯНИЯ ОБСЛЕДОВАННЫХ БОЛЬНЫХ

Показатели
Больные ОА 

в сочетании с СД 
n = 52

Больные ОА
n = 26 P

Болевой синдром по шкале ВАШ 59 (47,5-70) 48 (35,75-50,50) 0,0023
Общее самочувствие по шкале ВАШ 54(47,25-71,75) 47(29-50) 0,0021
Время утренней скованности (минуты) 60 (40-165) 30 (10-60) 0,0001
Оценка болезни врачом по шкале ВАШ 53,50 (42,75-60,75) 41 (33,50-50) 0,0001
KOOS симптомы 58,33 (50-71,53) 76,39 (68,06-86,11) 0,0001
KOOS уровень боли 32,14 (21,43-54,46) 48,21 (27,68-71,43) 0,0287
KOOS уровень качества жизни 31,25 (18,75-43,75) 43,75 (34,38-56,25) 0,0144
Суммарный индекс WOMAC 1338 (950,3-1546) 730,5 (618,3-1156) 0,0005
Качество жизни по SF-36:
уровень физического благополучия 25 (15-40) 40 (25-60) 0,006

Общее состояние здоровья 32,5 (25-45) 45 (36,5-65) 0,02
Уровень психического здоровья 48 (32-56) 62 (48-69) 0,0003

Примечание. Для оценки WOMAC и KOOS использовались визуальные аналоговые 100 мм субшкалы. Суммарный индекс 
WOMAC является суммой субшкал боли, скованности и нарушения функции по WOMAC. Более высокие значения WOMAC 
указывают на более выраженную тяжесть ОА. Показатели KOOS были трансформированы в шкалу от 0 до 100, максимальные 
значения указывают на минимальную выраженность боли и симптомов, наименьшее нарушение качества жизни. 

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ СРБ И ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ОА

Биомаркеры
Больные ОА 

в сочетании с СД
(n = 52)

Больные ОА
(n = 26) P

Il-6 (пг/мл) 1,931 (1,003-3,392) 0,7285 (0,24-1,8) 0,0006
Il-10 (пг/мл) 0 (0-2,905) 1,2 (0.57-3,2) 0,0264
Il-18 (пг/мл) 108,6 (74,81-149) 62,19 (49,86-102,8) 0,0012
Адипонектин (нг/мл) 2929 (2126-4914) 3596 (2398- 6143) 0,0282
СРБ (мг/л) 14,6 (10,35-21) 11,45 (3,75-13,65) 0,194

Примечательно, что выявленная закономерность 
характерна только для больных с диабет-ассоци-
ированным ОА. 

Таким образом, в сыворотке крови больных 
ОА в сочетании с СД, в отличие от больных ОА, 
выявлено повышение уровня провоспалитель-
ных (IL-6, IL-18) и снижение противовоспали-
тельных цитокинов (IL-10, адипонектин), и этот 
дисбаланс свидетельствует о более выраженном 
системном воспалении у пациентов первой груп-
пы. Причем содержание сывороточного IL-6 
коррелирует с рядом функциональных показате-
лей тяжести ОА. 

Обсуждение
В последнее десятилетие не утихают дискус-

сии по поводу факторов риска и прогрессии ОА 
и его различных клинических вариантов [1, 16, 
22]. Cторонники теории «механического» стресса 
полагают, что причиной развития ОА являются 
врожденные или приобретенные дефекты конгру-
энтности суставных поверхностей, приводящие 
к нарушению биомеханики, процессов ремоде-
лирования хрящевой и костной ткани, вторично-
му развитию локального воспаления и развитию 
клинических проявлений болезни [16]. По мне-

нию других авторов [11, 22], формирование ОА 
инициируется мночисленными медиаторами си-
стемного воспаления, обусловленного участием 
клеток иммунной системы, жировой ткани, про-
воспалительный потенциал которых усиливается 
в результате изменений липидного и углеводного 
обмена, эффекторными свойствами конечных 
продуктов гликирования, инсулинорезистентно-
стью и др. [10, 21, 22, 27]. Предполагается, что си-
стемное воспаление, увеличивает риск развития 
разнообразной коморбидной патологии при ОА: 
атеросклероз и его последствия, болезнь Альцгей-
мера и др. [3, 6, 14]. Основные положения этих 
теорий вряд ли могут быть полностью экстрапо-
лированы на пациентов ОА, клиническим прояв-
лениям которого предшествовал СД, вынужден-
ных получать противодиабетическую терапию. 
Результаты работы свидетельствуют о том, что 
больные ОА с сопутствующим СД характеризуют-
ся фенотипом, отличным от фенотипа пациентов, 
не страдающих сахарным диабетом, и который 
сформировался в результате влияния многих фак-
торов, в том числе диабета и методов его лечения. 
Уместно напомнить, что изменение признаков 
нозологической формы заболевания под влияни-
ем различных внутренних (временная эволюция 
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болезни) или внешних причин (сопутствующие 
заболевания, ятрогенные вмешательства) из-
вестно давно и получило название «патоморфоз». 
Логично предположить, что некоторые звенья 
патогенеза СД могут быть причастны к развитию 
и прогрессии ОА.

В рамках одной статьи невозможно исчерпы-
вающе обсудить роль гипергликемии, конечных 
продуктов гликирования белков, инсулинорези-
стентности, дислипидемии и ожирения, измене-
ний в иммунной системе, сосудистых нарушений, 
характерных для СД второго типа в патогенезе 
сопутствующего ОА. Мы лишь попытаемся дать 
некоторые объяснения полученным результатам, 
привлекая недостающие сведения из данных ли-
тературы. 

IL-18 относится к числу провоспалительных 
цитокинов с плейотропным действием [22], его 
содержание в сыворотке больных ОА в сочета-
нии с СД выше, чем у больных ОА. Видимо, IL-18 
может способствовать персистенции воспаления 
в суставе, поскольку показано, что IL-18 усили-
вает воспалительный процесс в хрящевой и си-
новиальной ткани у больных ОА путем увеличе-
ния продукции хондроцитами и синовиоцитами 
металлопротеиназ, TNF, образования ПГЕ 2 [17]. 
Высокий уровень IL-18 в сыворотке крови спо-
собствует снижению синтеза ключевого протео-
гликана хрящевой ткани аггрекана [20].

Адипонектин – специфический цитокин кле-
ток жировой ткани, относится к числу противо-
воспалительных медиаторов, ингибиторов TNF 
[4], его содержание в сыворотке крови у боль-
ных c ожирением и СД снижено [8]. Нами так-
же установлено снижение уровня сывороточного 
адипонектина в группе больных СД и ОА, в от-

личие от пациентов ОА. Роль этого цитокина 
в разрушение хряща и кости при ОА неодназ-
начна. Показано, что адипонектин оказывает 
катаболический эффект в культуре хондроцитов 
больных ОА, путем взаимодействия со специфи-
ческими рецепторами хондроцитов и усилением 
продукции клетками металлопротеиназ и окиси 
азота [21]. В то же время у больных ОА в срав-
нении со здоровыми людьми зарегистрировано 
увеличение содержания адипонектина в сыво-
ротке крови [12], которое не было ассоциировано 
со степенью разрушения хрящевой ткани.

Показано увеличение в сыворотке крови боль-
ных ОА содержания еще одного провоспалитель-
ного цитокина IL-6, сопряженное с тяжестью 
болезни [27]. Cходные данные получены в на-
стоящей работе при обследовании больных ОА 
и сопутствующим СД, причем установлена пря-
мая корреляционная зависимость между уровнем 
IL-6 и бременем ОА.

Краткий анализ полученных данных свиде-
тельствует о сложности патогенеза диабет-ас-
социированного ОА, который нельзя свести 
к простой сумме патогенеза ОА и СД. Каковы 
конкретные механизмы влияния СД на развитие 
и прогрессию ОА? Можно ли среди них выделить 
предрасполагающие и протективные факторы, 
каково их соотношение? Вялотекущее воспале-
ние и участие клеток иммунной системы, харак-
терные для этого субтипа болезни – это саногене-
тический или патогенетический процесс? Ответы 
на эти и многие другие вопросы помогут в поис-
ке новых терапевтических мишеней, модуляция 
которых позволит повысить эффективность про-
филактики и лечения этой распространенной ко-
морбидной патологии.
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КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ АУТОАНТИТЕЛ 
К АСИАЛОГЛИКОПРОТЕИНОВЫМ РЕЦЕПТОРАМ 
В ДИАГНОСТИКЕ АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 
ПЕЧЕНИ
Базарный В.В., Михайлова Е.Ю., Партылова Е.А.
ГБОУ ВПО «Уральский государственный медицинский университет» МЗ РФ, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. В исследовании 15 пациентов с аутоиммунными заболеваниями печени и 36 пациентов 
без аутоиммунной патологии установлена диагностическая информативность тестов определения 
антинуклеарных и антимитохондриальных аутоантител (АМА-М2), а также антител к асиалогли-
копротеиновому рецептору (anti-ASGPR). На основе ROC анализа показано, что диагностическая 
чувствительность и диагностическая специфичность для АМА-М2 составили 73 и 100%, а для anti-
ASGPR – только 60 и 77% соответственно. Следовательно, тест на anti-ASGPR при аутоиммунных 
заболеваниях печени не показал преимуществ перед уже существующими, и целесообразность его 
использования в клинической практике требует уточнения.

Ключевые слова: аутоиммунный гепатит, первичный билиарный цирроз, аутоантитела

CLINICAL DIAGNOSTIC VALUE OF AUTOANTIBODIES IN THE 
DIAGNOSIS OF AUTOIMMUNE LIVER DISEASES
Bazarnyi V.V., Mikhailova E.Yu., Partylova E.A. 
Ural State Medical University, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. We are studied the 15 patients with autoimmune liver diseases and 36 patients without autoimmune 
pathology found the diagnostic value of antinuclear and antimitochondrial autoantibodies (AMA-M2) tests, 
and antibodies to asialoglycoprotein receptor (anti-ASGPR). Based on the ROC analysis showed that the 
diagnostic sensitivity and diagnostic specificity of AMA-M2 was 73% and 100% and for anti-ASGPR – 60% 
and 77%, respectively. Therefore, the test for anti-ASGPR in autoimmune diseases of the liver showed no 
advantages over standart tests, and its using in clinical practice requires clarification. 

Keywords: autoimmune hepatitis, primary biliary cirrhosis, autoantibodies
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Аутоиммунные заболевания печени (АИЗП) 
включают аутоиммунный гепатит, первичный 
билиарный цирроз, склерозирующий холангит. 
Среди принятых международным сообществом 
критериев их диагностики «золотым стандартом» 
является патоморфологическое исследование 
гепатобиоптата [1, 7, 11]. К другим методам от-
носится детекция аутоантител, прежде всего – 
антинуклеарных (АNA), антимитохондриальных 
(АМА) и некоторых других [2, 4, 9, 10]. В послед-
ние годы в лабораторной практике появился тест 
на антитела к асиалогликопротеиновым рецепто-
рам (anti-ASGPR), которые потенциально могут 
рассматриваться как органоспецифические, по-
скольку сами рецепторы являются лектинами, 
специфичными для мембран гепатоцитов. Ауто-
антитела данной специфичности были описаны 
достаточно давно, в частности – у пациентов 
с АИЗП [5, 13]. Однако, хотя некоторые авторы 
и считают тест перспективным в диагностике ау-
тоиммунных гепатитов, и он коррелирует с уров-
нем печеночных трансаминаз, пока отношение 
к его клинико-диагностической информатив-
ности неоднозначно, а отечественный опыт ис-
пользования данного показателя в диагностике 
АИЗП крайне ограничен [3, 8, 12]. Этим опре-
делена цель работы – оценить диагностическую 
значимость определения аутоантител к асиало-
гликопротеиновым рецепторам при аутоиммун-
ном поражении печени.

Материалы и методы 
В исследование были включены 51 чело-

век. Основную группу составили 15 пациентов 
с АИЗП – аутоиммунным гепатитом и первич-
ным билиарным циррозом (ПБЦ). Диагноз был 
установлен на основании стандартных клини-
ко-лабораторных критериев и верифицирован 
морфологически (зав. отделением – доктор ме-

дицинских наук Бессонова Е.Н.). Группа срав-
нения состояла из 36 человек, у которых диа-
гноз аутоиммунного синдрома был исключен. 
В нее вошли пациенты с алкогольным жировым 
стеатогепатитом, хроническим панкреатитом 
и другой соматической патологией. Всем об-
следованным выполняли тесты для определе-
ния антител (иммуноглобулинов G) к экстра-
гируемым ядерным антигенам (anti-ENA), AMA 
и anti-ASGPR методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа на полуавтоматическом 
иммуноферментном анализаторе «Personal Lab» 
с использованием тест-систем «Orgentic ЕNA-
combi», «Orgentic AMA-M2» и «anti-ASGPR» 
(Medipan).

 Статистическая обработка результатов про-
ведена на основе принципов вариационной ста-
тистики с использованием программы Biostat 
(версия 4.03). Достоверность различий между 
группами оценивали с помощью критерия Кра-
скела–Уоллиса. Диагностическую информатив-
ность тестов определяли на основе ROC-анализа 
(программа AtteStat, версия 12.0.5).

Результаты и обсуждение
У пациентов обеих групп определяли орга-

носпецифические (AMA-2 anti-ASGPR) и орга-
нонеспецифические аутоантитела (anti-ENA). 
В группе сравнения уровень изучаемых аутоан-
тител в сыворотке крови не выходил за преде-
лы референтных значений (табл. 1). У больных 
с АИЗП содержание АМА и ANA было повы-
шено при сопоставлении с группой сравнения. 
Это соответствует существующим представ-
лениям об иммунопатогенезе и лабораторной 
диагностике данной группы болезней. В нашем 
исследовании мы не установили повышения 
уровня anti-ASGPR при аутоиммунной патоло-
гии печени, как это было сделано другими ав-

ТАБЛИЦА 1.  УРОВЕНЬ АУТОАНТИТЕЛ У ПАЦИЕНТОВ С АИЗП

Показатели

Референтные
значения 

(по рекомендации 
производителя тест-

систем)

Аутоиммунные 
заболевания печени Группа сравнения

AMA, Е/мл 0-20 123,3±18,88
р = 0,03 12,78±7,567

Anti-ENA, индекс серопозитив-
ности < 1,0 1,534±0,5136

р = 0,02 0,21±0,41

anti-ASGPR, коэффициент свя-
зывания < 0,9 0,1899±0,35

р = 0,32 0,27±0,043
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ТАБЛИЦА 2. ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ИНФОРМАТИВНОСТЬ ТЕСТОВ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АУТОАНТИТЕЛ ПРИ 
АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ ПЕЧЕНИ

Показатели Диагностическая 
чувствительность

Диагностическая 
специфичность AUC

anti-ASGPR 60% 77% 0,55 

AMA 73% 100% 0,86

Anti-ENA 60% 100% 0,78

торами [3, 5, 7, 14]. Возможно, увеличение ко-
личества обследованных больных изменит этот 
результат.

Для оценки диагностической информативно-
сти (ДИ) изученных тестов нами был проведен 
статистический ROC-анализ (табл. 2). Он позво-
ляет определить диагностическую чувствитель-
ность (ДЧ) и диагностическую специфичность 
(ДС) теста, а площадь под ROC-кривой (AUC) 
является объективной интегральной оценкой 
ДИ метода. Полученные нами результаты тестов 
AMA-2 anti-ENA соответствуют данным других 
авторов, представленных в литературе [4, 5, 11, 
14]. В отношении anti-ASGPR антител мы уста-

новили довольно невысокую ДИ, хотя в отдель-
ных работах показано, что данный тест имеет 
ДЧ = 78%, а ДС составляет 99% [8]. Вместе с тем, 
обнаружено повышение уровня антител данной 
специфичности при вирусных гепатитах [6], что 
также ставит вопрос о диагностической ценности 
anti-ASGPR в дифференциальной диагностике 
аутоиммунной патологии.

Таким образом, в проведенном нами исследо-
вании 15 пациентов с аутоиммунным гепатитом 
и ПБЦ мы не обнаружили преимуществ теста 
на наличие anti-ASGPR перед уже существующи-
ми, и целесообразность его использования в кли-
нической практике требует уточнения.
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РЕВАЗУ ИСМАИЛОВИЧУ СЕПИАШВИЛИ
60 ЛЕТ

24 января 2015 года исполняется 60 лет со дня рождения Реваза Исмаиловича Сепиашвили —  
видного отечественного ученого, признанного во всем мире, одного из ведущих специалистов в об-
ласти иммунологии и аллергологии, иммунофизиологии и иммунореабилитологии, Президента Все-
мирной организации по иммунопатологии, Президента Союза аллергологов и иммунологов СНГ, 
Президента Союза физиологических обществ стран СНГ, директора Института иммунофизиологии 
в Москве и Национального института аллергологии, астмы и клинической иммунологии Академии 
наук Грузии в Цхалтубо, заведующего кафедрой аллергологии и иммунологии Российского универ-
ситета дружбы народов, доктора медицинских наук, профессора, академика Академии наук Грузии. 

Научные исследования Р.И. Сепиашвили (1984-1999) заложили основу совершенно нового на-
правления медицинской науки — иммунореабилитологии, основоположником и признанным лиде-
ром которой он является. 

В 2001 году Р.И. Сепиашвили впервые было дано определение понятию «иммунотропные препара-
ты», разработаны показания и противопоказания, а также рекомендации по их использованию, пред-
ложена первая классификация иммунотропных препаратов, удобная для практического применения.

Результаты исследований легли в основу монографий и многотомных руководств, изданных на ан-
глийском языке в одних из самых известных и престижных издательств мира «Monduzzi Editore» 
и «Oxford Press».

Р.И. Сепиашвили опубликовано более 380 научных работ в отечественной и зарубежной периоди-
ческой печати, издано множество учебно-методических и клинических рекомендаций для студентов, 
врачей и биологов. Р.И.Сепиашвили автор научного открытия и нескольких изобретений.

Р.И. Сепиашвили активно участвует в подготовке высококвалифицированных научных кадров. 
По его инициативе в 2005 году была основана кафедра аллергологии и иммунологии Российского 
университета дружбы народов, заведующим которой является со дня ее основания. 
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Более 10 лет Р.И. Сепиашвили является председателем диссертационного совета по защите док-
торских и кандидатских диссертаций при РУДН. Под руководством Р.И. Сепиашвили подготовлено 
и защищено 10 докторских и 22 кандидатских диссертации.

Активную научную и педагогическую работу Р.И. Сепиашвили сочетает с не менее активной  
научно-организационной деятельностью.

В 1999 году Р.И.Сепиашвили был избран председателем Союза аллергологов и иммунологов СНГ, 
а в декабре 2002 года – президентом Всемирной организации по иммунопатологии. В июле 2003 года 
он был избран членом Исполкома Всемирной ассоциации по астме. В 2003 году Р.И. Сепиашвили 
стал одним из инициаторов создания, вице-президентом и исполнительным директором Союза фи-
зиологических обществ стран СНГ, Президентом которого был избран в 2011 году. 

В 2002 году в возрасте 47 лет Р.И. Сепиашвили был избран академиком Академии Наук Грузии.
В 2011 году Р.И. Сепиашвили был избран почетным членом Американского колледжа Аллергии, 

Астмы и Иммунологии (Fellow of the American College Allergy, Asthma & Immunology (FACAAI) и Золотым 
членом Европейского респираторного общества (ERS).

На протяжении многих лет Р.И. Сепиашвили является экспертом Всемирной организации здраво-
охранения, а с 2003 по 2013 годы был членом экспертного совета ВАК РФ.

Р.И. Сепиашвили — основатель и главный редактор пяти научных журналов. 
Начиная с 1983 года, Р.И. Сепиашвили был инициатором и организатором (председателем Оргко-

митета и президентом) более чем 50 научных Всемирных, международных, национальных форумов, 
проводимых не только в России, но и в различных странах мира.

Заслуги Р.И. Сепиашвили перед наукой известны во всем мире и были признаны международным 
научным сообществом.

В 2012 году Российское научное общество иммунологов наградило Р.И. Сепиашвили Золотой ме-
далью имени И.И. Мечникова и дипломом за выдающиеся достижения в области иммунологии.

В 2012 году академик Р.И. Сепиашвили первым из отечественных ученых получил одну из самых 
престижных и почетных наград – высшую награду American College of Allergy, Asthma & Immunology – 
ACAAI International Distinguished Fellow Award.

За многие годы совместной работы он стал другом и Учителем не только для сотрудников и учени-
ков, но и для многих ученых, которым он безвозмездно передавал свои научные идеи и знания.

Трудно найти такого ученого, видного общественного деятеля, который за столь короткий жиз-
ненный период стал не только одним из ведущих ученых мира и признанным лидером в области им-
мунологии и аллергологии, физиологии иммунной системы, основоположником нескольких науч-
ных направлений, но и смог создать «с нуля» и возглавить два научно-исследовательских института, 
кафедру, пять научных журналов, диссертационный совет, несколько международных научных об-
ществ, чей жизненный путь – пример личной скромности, самоотверженности и преданности науке, 
созидания и консолидации ученых мира на благо науки и здоровья человечества.
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Статьи представляются в редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в соответствии с требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•  Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

•  Материалы и методы могут излагаться в виде 
отдельных фрагментов с короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с до-
статочной степенью подробности. Для всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т.д. необходимо точно 
указывать производителей и/или источники 
получения (с названиями страны, фирмы, 
института).

•  Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических 
подробностей, без дублирования цифровых 
данных, приведенных в таблицах и рисунках.

•  В обсуждении проводится детальный анализ 
полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•  Раздел «Благодарности» не является обяза-
тельным, но крайне желателен. В этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в процессе ее выполнения  
и/или написания, а также техническому 
персоналу за помощь в выполнении иссле-
дований. Благодарности за предоставление 
специ фических реактивов или оборудова-
ния, как правило, помещаются в разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и публикуются в короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописными 
страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не может быть более 3, а список использованных 
литературных источников не должен превышать 
15. Титульный лист оформляется, как описано 
выше. Разделы краткого сообщения аналогичны 
вышеописанным разделам оригинальной статьи, 

но не выделяются заголовками и подзаголовками, 
результаты могут быть изложены вместе с обсужде-
нием. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или могут быть рекомендованы 
одним из членов редколлегии. Более подробную 
информацию о правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человеческого 
интерлейкина-1β на репарацию язвенных повреж-
дений слизистой оболочки желудка // Цитокины 
и воспаление. – 2012. – Т. 11, №1. – С. 64-69.

Varjushina Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbircev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Cytokines and 
Inflammation, 2012, Vol. 11, no.1, pp. 64-69.

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. – 
М.: Анахарсис, 2009. – 328 с.

Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. Clinical and 
pathogenetic aspects of gastric ulcer. Мoscow: 
Аnachаrsis, 2009, 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets. J. 
Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites 
D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion & Lange, 1994, 
pp. 66-79.

Ссылки на литературные источники в тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
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ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 
а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и рисун-
ков) не должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
• максимальная высота – 210 мм
•  максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Для пометок в таблицах следует использовать одну 
или несколько (*). Пояснения печатаются после 
соответствующего количества (*) под таблицей. 
Единицы измерения, при необходимости, включа-
ются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в тексте статьи. Названия рисунков 
и подписи к ним выносятся в виде списка на от-
дельную страницу. В списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. На обороте каждой 
иллюстрации подписывается фамилия первого ав-
тора, название статьи и порядковый номер. Для пу-
бликации в журнале принимаются только оригина-
лы фотографий (не ксерокопии) хорошего качества, 
максимально приближенные к вышеуказанным 
размерам. Фотографии не должны иметь больших 
полей, т.е. фотографический материал должен за-
нимать всю площадь фотографии. Рисунки могут 
быть представлены в графических форматах с рас-
ширением .tiff (разрешение не менее 300 dpi при 
100% масштабе), .eps или .ai. Изображения, встро-
енные в документы Word, не принимаются. Графи-
ки и диаграммы предоставляются вместе с табли-
цами, на основе которых они были созданы, или с 
численными обозначениями показателей, отобра-

жаемых соответствующими графическими элемен-
тами (столбиками, секторами и т.п.) в виде файлов 
с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в журнале «Инфекция и иммунитет» является бес-
платной для авторов и учреждений, в которых они 
работают. Редакция может потребовать оплату 
в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.  Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и на любом языке без согласования 
с руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об авторском праве и смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.  Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.  Помимо файла со статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1)  Файл с метаданными (при загрузке в си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за дальнейшую переписку с ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•  Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в русском и официально 
принятом английском вариантах).

•  Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на русском и анг-
лийском языках).

•  Телефон, факс (с указанием кода страны 
и города), e-mail.

•  Фамилия и инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.
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•  Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•  Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•  Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•  Дата отправления работы.

2)  Отсканированная копия  файла с метадан-
ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3)  Титульный лист (при загрузке в систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

•  название статьи (без использования каких-
либо сокращений) (на русском и англий-
ском языках);

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью) (на русском и английском 
языках);

•  подразделение и учреждение, в котором 
выполнялась работа (если в работе уча-
ствовали авторы из разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми) (в русском и официально принятом 
английском вариантах);

•  сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

•  не менее 6 ключевых слов на русском и анг-
лийском языках;

•  адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в виде одного абзаца без ссылок и специ-
фических сокращений. Объем – не менее 
300 слов. Резюме в полном объеме пред-
ставляется также в переводе на английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.

5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по следующей форме: таблица 
из четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско-
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, 
графики и таблицы расположены в соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в рецензируемый 
раздел журнала, то вы согласны с требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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