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КЛЕТКИ-СУПРЕССОРЫ – ОСНОВА ИММУНОПАТОГЕНЕЗА 
АУТОИММУННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Обсуждается проблема иммунопатогенеза аутоиммунной патологии. Главное внимание 
уделяется проблеме участия в патогенезе аутоиммунных заболеваний клеток супрессоров различно-
го происхождения (Treg, мезенхимальные стволовые клетки, клетки-супрессоры миелоидного про-
исхождения). Большое значение в патогенезе придается процессу гомеостатической пролиферации 
лимфоцитов. Литературные данные свидетельствуют о том, что при аутоиммунной патологии реги-
стрируется снижение функциональной активности обозначенных выше популяций клеток-супрессо-
ров, включая Treg, мезенхимальные стволовые клетки, клетки-супрессоры миелоидного происхожде-
ния. Именно на фоне снижения активности клеток-супрессоров появляются клоны аутоагрессивных 
цитотоксических лимфоцитов, синтезируются аутоантитела, которые и обуславливают формирова-
ние аутоиммунной патологии.  При этом следует учитывать, что все эти процессы протекают на фоне 
изменений в иммунной системе, индуцированных гомеостатической пролиферацией лимфоидных 
клеток. 
Ключевые слова: аутоиммунные реакции, клетки-супрессоры, гомеостаз, пролиферация лимфоцитов

SUPPRESSOR CELLS – THE BASIS OF 
IMMUNOPATHOGENESIS AUTOIMMUNE DISEASES
Kozlov V.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The issues of immune pathogenesis in autoimmune pathology are discussed in this review. The 
main attention is drawn to potential pathogenetic role of various suppressor cell populations, including 
T-regulatory cells, mesenchymal stem cells, myeloid lineage-derived suppressors. Homeostatic lymphocyte 
proliferation is considered to be of great importance for pathogenesis of autoimmune disorders. Recent data 
from literature suggest that  the autoimmune diseases are characterized by reduced activity of the mentioned 
suppressor cell populations, thus being a possible prerequisite for development of  autoaggressive clones of 
cytotoxic lymphocytes, increased synthesis of autoantibodies leading to evolving autoimmune pathology. It 
should be, however, noted, that all these processes are accompanied by changes in the immune system induced 
by homeostatic proliferation of lymphoid cells.

Keywords: autoimmunity, suppressor cells, homeostasis, lymphocyte proliferation
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Многие заболевания протекают на фоне изме-
ненных функций иммунной системы организма. 
Одно из этих изменений характеризуется сни-
жением функций иммунорегуляторных клеток, 
или иммуносупрессией. Тогда иммуносупрес-
сия – это снижение функций иммунной систе-
мы, это подавление активности фагоцитов, это 
уменьшение выработки антител, это снижение 
цитотоксической активности клеток иммунной 
системы. 

На уровне организма – это хронические воспа-
лительные процессы любой органной локализа-
ции, это ослабленный вакцинальный иммунитет, 
это повышенная чувствительность к инфекции, 
это развитие аутоиммунных и аллергических за-
болеваний, это увеличенная вероятность раз-
вития опухоли, раннего развития атеросклероза 
и, наконец, ускоренное приближение старости. 
Следовательно, аутоиммунные заболевания так-
же относятся к заболеваниям воспалительно-
го генеза. Принципиальным различием между 
всеми этими патологическими состояниями яв-
ляется различный уровень супрессии функций 
иммунной системы: при одних формируется со-
стояние «гиперфункции» супрессорных механиз-
мов (например, злокачественная опухоль), а при 
других – их «гипофункция» (например, аутоим-
мунная патология). 

Известно, что специфическая эффекторная 
функция иммунной системы в организме реа-
лизуется, по существу, двумя популяциями им-

мунокомпетентных клеток: цитотоксическими 
Т-лимфоцитами и антителопродуцирущими 
клетками В-клеточного происхождения, отвеча-
ющими за выработку антител, принадлежащих 
к различным классам иммуноглобулинов. Что 
интересно, если неспецифической цитоток-
сичностью обладают клетки различного проис-
хождения (естественные киллеры, макрофаги, 
дендритные клетки, моноциты, эозинофилы), 
то продукция антител является неотъемлемой 
функцией только антителообразующих клеток. 

Совсем по-другому обстоят дела с регуля-
торными клетками различного происхождения. 
На рисунке 1 представлена схема дифференциров-
ки стволовых клеток двух различных популяций: 
полипотентных стволовых кроветворных клеток 
(ПСКК) и мезенхимальных (МСК), стромаль-
ных стволовых клеток. Клеточные представите-
ли всех направлений дифференцировки ПСКК 
на определенной стадии процесса обладают су-
прессорной активностью в отношении эффек-
торных клеток иммунной системы и принимают 
активное участие в формировании специфиче-
ского иммунного ответа, определяя его величину. 
Свойствами иммуносупрессии обладают: эри-
тробласты [2], миелобласты – предшественники 
нейтрофилов и макрофагов, Т- и В-лимфоциты, 
дендритные клетки и макрофаги. То же самое от-
носится и к клеткам, происходящим из МСК. На-
пример, фибробласты при определенных услови-
ях могут подавлять пролиферацию лимфоцитов 

Рисунок 1. Клетки с иммуносупрессорной активностью в процессе дифференцировки ПСКК (полипотентные 
стволовые кроветворные клетки) и МСК (мезенхимальные стволовые клетки)
Примечание. * – клетки, не обладающие супрессорной активностью;
** – клетки, обладающие супрессорной активностью.

ПСКК*

КОММИТИРОВАННЫЕ ПРЕДШЕСТВЕННИКИ* МСК* (интактные)

Миэлобласты** Breg**

Макрофаг**  

Эритробласты** Treg** 

Моноцит**

Дендритные клетки**

МСК** (стимулированные)

Клетки стромы органов**
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[20, 22]. Сами МСК также обладают супрессор-
ной активностью, но только после стимуляции 
их различными цитокинами [16]. Кстати, эта 
характеристика МСК является их принципиаль-
ным отличием от другой популяции стволовых 
клеток, от ПСКК, описание супрессорной ак-
тивности которых отсутствует в литературе. Это 
вновь поднимает нерешенный вопрос о проис-
хождении МСК. Их иммуносупрессорная актив-
ность вместе с их способностью презентировать 
антиген [11] может говорить о том, что они явля-
ются либо потомками клетки-предшественника, 
пока еще не идентифицированной, либо они все-
таки потомки ПСКК.

Из таблицы 1 можно видеть, что количество 
клеток, обладающих иммуносупрессорной ак-
тивностью во много раз превышает количество 
эффекторных клеток, реализующих специфиче-
ские клеточный и гуморальный иммунные от-
веты. И если последние являются лимфоцитами 
Т- и В-клеточного происхождения, то клетки-су-
прессоры принадлежат к разным клеточным по-
пуляциям, относящимся к различным росткам 
лимфо- и гемопоэза. 

С точки зрения иммунопатогенеза аутоим-
мунные заболевания следует рассматривать, ис-
пользуя два положения современной иммуно-
логии. С одной стороны, наличие достаточно 
большого разнообразия аутоантител у больных 
данных патологий свидетельствует о превалиро-
вании активности Th2-клеток, а наличие при-
знаков аутоцитотоксичности говорит о пре-
имущественной активности Th1-клеток. Но в то 
же время все это свидетельствует, несомненно, 
о недостаточной функциональной активности 
клеток-супрессоров как классических предста-
вителей данной популяции клеток (Treg, клетки-
супрессоры миелоидного происхождения), так и 
тех клеточных субпопуляций, которые временно, 
в зависимости от сложившихся условий внутри 
иммунной системы, приобретают иммуносу-
прессивные свойства (макрофаги, дендритные 

клетки, мезенхимальные стволовые клетки и др.). 
Например, что касается ревматоидного полиар-
трита, течение заболевания протекает на фоне 
повышенной активности клеток Th1, которая 
выражается в повышенной продукции таких про-
воспалительных молекул, как IL-1, IL-6, TNFα, 
PGE2, IFNγ. Именно последний, например, от-
вечает за индукцию таких супрессорных молекул 
воспалительной направленности, как неоптерин 
(продукт метаболизма GTP-cyclohydrolase-1) 
и IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase). Иммуно-
супрессивный эффект IDO реализуется путем 
снижения уровня внеклеточного триптофана, 
необходимого для пролиферации клеток, вклю-
чая лимфоциты, а также за счет продуктов ка-
таболизма триптофана, с ведущей ролью среди 
них кинуренина [35]. И вновь необходимо под-
черкнуть, что такая повышенная активность по-
пуляции Th1-клеток не обходится без снижения 
количества и качества функционирования им-
мунокомпетентных клеток-супрессоров само-
го различного генеза. Показано, что количество 
CD4+CD25highCD127low/-Treg снижено у больных 
РА по сравнению со здоровыми донорами [24]. 
В норме у здоровых доноров их количество опре-
деляется как 1-5% от общего числа CD4+Т-клеток 
в периферической крови. Считается, что одним 
из механизмов снижения активности Treg при РА 
является негативное действие на них TNFα с его 
ведущей ролью в патогенезе данного заболева-
ния. Эти данные подтверждаются увеличением 
уровня Treg у больных РА после проведения тера-
пии антителами к данному цитокину [38]. Кроме 
того, у этих же больных регистрируется снижение 
уровня IL-35, оказывающего стимулирующее 
влияние на активность Treg [30]. 

Несомненно, участие в аутоиммунных про-
цессах и регуляторных В-клеток, или Breg (B10). 
Основополагающие доказательства базируют-
ся на экспериментальных данных. Достаточно 
многочисленные исследования свидетельствуют 
о патогенетической роли Breg в развитии аутоим-

ТАБЛИЦА 1. ОБЩЕЕ ЧИСЛО КЛЕТОК С ИММУНОСУПРЕССОРНОЙ АКТИВНОСТЬЮ РАЗЛИЧНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ 

Т-клетки 11
В-клетки 1
Макрофаги 1(М2)
Дендритные клетки 1
Нейтрофилы 1(Н2)
СМК 1 (стимулированные)
КСМП (клетки-супрессоры миелоидного происхожде-
ния) 

3 (гранулоидные, моноцитарные,  
IL-1-индуцированные) 

Фибробласты стромы органов 1
Эндотелиальные клетки 1
Эритроидные клетки-супрессоры 1
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мунной патологии на мышах. Показано, что лю-
бой способ уменьшения содержания этих клеток 
в эксперименте приводит к ускорению развития 
у мышей целого ряда патологических состояний, 
включая энцефаломиелит, ревматоидный поли-
артрит, системную красную волчанку и др. И в 
то же время введение мышам с аутоиммунными 
патологиями Breg-клеток в достаточном количе-
стве обуславливает явный терапевтический эф-
фект. Главный иммуносупрессивный механизм 
Breg основан на их способности продуцировать 
IL-10 [10, 40]. Несмотря на имеющиеся литера-
турные данные об увеличении содержания в пе-
риферической крови Breg при различных аутоим-
мунных патологиях, ряд данных свидетельствует 
о снижении супрессорной функции этих клеток, 
о понижении их чувствительности к стимули-
рующим эффектам со стороны, например, тех 
же Т-клеток [23]. 

В последнее время широко обсуждается про-
блема иммуносупрессивной активности мезен-
химальных стволовых клеток (МСК). Изучены 
многие и многие супрессивные механизмы этих 
клеток, которые включают в себя подавление 
пролиферации Т- и В-лимфоцитов, пролифера-
ции NK-клеток, подавление дифференцировки 
дендритных клеток из моноцитов, подавление 
продукции целого ряда цитокинов [21, 32]. Опи-
саны терапевтические эффекты вводимых МСК 
больным животным с целым рядом аутоиммун-
ных патологий, в основе которых и лежит имму-
носупрессивная активность этих клеток [15]. Но 
в то же время имеются данные, свидетельству-
ющие об изменении супрессорной активности 
МСК при аутоиммунных патологиях в сторону 
уменьшения ее выраженности. Это было описа-
но для ревматоидного артрита в эксперименте, 
где, по-видимому, TNFα выступает в роли ин-
гибитора супрессорной активности МСК и сти-
мулятора их миграции в полость суставов, где 
в отсутствие супрессорной активности МСК мо-
гут выступать в роли индуктора воспаления в су-
ставе. Проведение анти-TNFα иммунотерапии 
нормализовало нарушенные функции МСК [7, 
25]. Одним из механизмов снижения супрессор-
ной активности МСК является подавление в них 
экспрессии Jagged-1 (лиганда для Notch рецеп-
тора на Т-клетках), индуцированное лигандами 
для TLR3 и TLR4. Сниженная способность МСК 
подавлять пролиферацию Т-лимфоцитов была 
описана у больных с апластической анемией, 
с иммунной тромбоцитопенической пурпурой 
и с миелодиспластическим синдромом [4, 26, 33].

Одним из важнейших механизмов индук-
ции аутоиммунной патологии является процесс 
гомео статической пролиферации Т-лимфоцитов 
[1, 37]. Литературные данные свидетельствуют 

о том, что в процессе онтогенеза иммунная си-
стема человека претерпевает неоднократно изме-
нения количественного и качественного состава 
клеток, формирующих данную гомеостатическую 
систему. И прежде всего, это касается лимфоци-
тов, как основной морфофункциональной со-
ставляющей иммунного гомеостаза. Уже через 
год после рождения начинается возрастная инво-
люция тимуса у человека, связанная с уменьше-
нием количества лимфоцитов в данном органе. 
Самые различные факторы эндогенного (стресс, 
иммунный ответ, травма) и экзогенного (различ-
ные физические и химические факторы характе-
ра) обуславливают уменьшение числа лимфоци-
тов (как Т-, так и В-) в организме. Размеры этого 
снижения напрямую зависят от происхождения 
фактора, от его интенсивности и продолжитель-
ности действия и, конечно же, от возраста самого 
организма. Естественно, в организме существуют 
механизмы восстановления численности лим-
фоцитов, без которых каждое незначительное 
воздействие, индуцирующее снижение числа 
лимфоцитов, заканчивалось бы глубокой лимфо-
пенией, формированием выраженного иммуно-
деффицитного состояния.

Принято считать, что гомеостатическая про-
лиферация (ГПр) (homeostatic proliferation, 
или homeostatic peripheral expansion) обозначает 
процесс драматического митотического увеличе-
ния зрелых Т-клеток в условиях лимфопении лю-
бого генеза, являясь процессом, с помощью ко-
торого Т-клетки в лимфопеническом организме 
делятся в отсутствие чужеродного антигена, что-
бы количественно восстановить пул лимфоцитов 
на периферии. Считается, что для наивных (naive) 
Т-клеток необходим постоянный подпорого-
вый сигнал от контакта Т-клеточных рецепторов 
(ТКР) с молекулами главного комплекса гисто-
совместимости (ПЛГКГС), чтобы персистировать 
в состоянии покоя. При отсутствии такого сигна-
ла Т-клетки постепенно погибают через апоп-
тоз. В то же время при индукции лимфопении 
эти же сигналы становятся сигналами для ГПр 
на всем пространственно-временном протяжении 
процесса, вплоть до восстановления пула лимфо-
цитов. Необходимо подчеркнуть, что именно вза-
имодействие ТКР и ПЛГКГС лежит в основе фор-
мирования процесса ГПр для наивных Т-клеток. 
Важным это представляется потому, что послед-
ний протекает без участия чужеродных анти-
генов и что здесь, по-видимому, мы имеем дело 
с основополагающим механизмом возникнове-
ния аутоиммунных заболеваний. Получается, что 
в процессе ГПр в иммунной системе накаплива-
ются клетки, способные реагировать против соб-
ственных антигенов, обуславливая возможность 
формирования аутоиммунной патологии. Почему 
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же тогда в процессе гомеостатической пролифе-
рации не срабатывают регуляторные Т-клетки-
супрессоры (Treg)? Предполагается, что либо 
они менее чувствительны к лимфопении и позд-
нее начинают пролиферировать с более медлен-
ным темпом пролиферации, либо IL-7, главный 
лимфокин, отвечающий за пролиферативную 
активность наивных CD4+Т-клеток в процессе 
ГПр, подавляет пролиферацию Treg, либо задей-
ствованы оба эти механизма [1]. Интересно, что 
недостаточность функциональной активности 
супрессорных Treg сопровождает как процесс 
ГПр, который совсем не обязательно закончится 
индукцией аутоиммунной патологии, так и само 
аутоиммунное заболевание, при котором данный 
факт является одним из основных патологиче-
ских механизмов развития заболевания. Важно 
еще раз подчеркнуть, что существует убедитель-
ная ассоциация между гомеостатической проли-
ферацией лимфоцитов, индуцированной лимфо-
пенией, и развитием аутоиммунного заболевания. 
При этом одна лимфопения еще не является аб-
солютной необходимостью для развития заболе-
вания. Дополнительным фактором будут являть-
ся нарушения в продукции IL-7 и IL-15, которые 
выступают в роли индукторов пролиферации 
лимфоцитов [27]. Что касается количественных 
и качественных изменений в популяциях кле-
ток-супрессоров при аутоиммунной патологии, 
то имеются убедительные данные об уменьшении 
количества Treg при аутоиммунных патологиях 
у мышей, об их ведущей роли в развитии заболе-
вания. В отношении аутоиммунных заболеваний 
у человека литературные данные свидетельствуют 
об изменении их количества в периферической 
крови при ревматоидном артрите, системной 
красной волчанке, рассеянном склерозе. Ударе-
ние делается на снижение супрессорной актив-
ности самих Тreg за счет увеличения экспрессии 
CD127 маркера, снижения экспрессии CTLA-4 
и PD-1 молекул, активно участвующих в супрес-
сорных механизмах Тreg [14, 39]. Небезынте-
ресными данными представляются результаты 
о снижении активности Treg при колите воспа-
лительного генеза на фоне подавленной экспрес-
сии у них Nrp1 (neuropilin-1) маркера, индуктора 
стабильного состояния Treg, взаимодействующе-
го с Sema4a (semaphorin-4a) молекулами на тех 
же дендритных клетках [13]. Помимо снижения 
активности самих Тreg отмечается уменьшение 
чувствительности клеток-эффекторов иммун-
ной системы к действию клеток-регуляторов, где 
большое значение придается таким провоспали-
тельным цитокинам, как TNFα и IL-6. Послед-
нему отводится роль фактора, индуцирующего 
передифференцировку Treg в проаутоиммунные  
Th17-клетки, что также является одним из меха-

низмов уменьшения содержания регуляторных 
Treg-клеток при аутоиммунной патологии на фоне 
возрастающего количества IL-17 Т-клеток. При 
системной красной волчанке (СКВ) регистри-
руется снижение продукции IL-2, крайне необ-
ходимого для поддержания пролиферативной 
активности Treg [8, 29]. Вполне вероятно, что 
на фоне снижения активности Treg повышается 
продукция IFNα, который участвует в механиз-
мах презентации аутоантигенов и индукции об-
разования аутоантител при той же СКВ [6], в то 
время как Treg ингибируют процесс презентации 
антигена дендритным клетками [34]. Особо сле-
дует обратить внимание на экспериментальные 
данные, полученные на мышах с различными 
аутоиммунными заболеваниями, которые прак-
тически однозначно свидетельствуют о положи-
тельном терапевтическом и профилактическом 
эффекте вводимых Т-регуляторных клеток. Это 
было показано на таких моделях, как СКВ, РА, 
рассеянный склероз, диабет 1-го типа и др. 

В последнее время в литературе уделяется 
большое внимание роли клеток-супрессоров ми-
елоидного происхождения (КСМП) в патогенезе 
многих заболеваний, включая аутоиммунную па-
тологию. Популяцию этих супрессоров разделяют 
на две субпопуляции: моноцитарного и грануло-
цитарного происхождения. По существу, КСМП 
являются стадиями дифференцировки соответ-
ствующих дифференцировочных направлений 
коммитированных предшественников. Накоп-
лены четкие данные об их определяющей роли 
в подавлении активности иммунокомпетентных 
клеток при опухолевом росте [18]. Что касается 
аутоиммунной патологии, то определенно можно 
говорить о наличии их при данных заболеваниях, 
о возможности подавления развития аутоиммун-
ных процессов с помощью введения этих клеток 
в эксперименте [12, 13, 17]. И в то же время име-
ются противоречивые данные об изменении их 
количества при этих патологиях. Несомненно 
одно: необходимо изучать проблему роли КСМП 
в патогенезе аутоиммунных заболеваний, про-
блему возможного использования их в клеточной 
иммунотерапии.

Следовательно, можно думать, что в осно-
ве патогенеза аутоиммунных заболеваний лежат 
не только, а может быть, не столько механизмы 
реализации активности аутоагрессивных кле-
ток Т- и В-клеточного происхождения, кото-
рые, естественно, вносят существенный вклад 
в развитие заболевания, реагируя на собствен-
ные антигены. По-видимому, надо приходить 
к убеждению, что основной вклад в патогенез 
аутоиммунных заболеваний вносят механизмы, 
нарушающие нормальное функционирование 
иммунокомпетентных клеток-супрессоров, по-
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давляя их супрессорную активность, что и при-
водит к появлению и формированию клонов ау-
тоагрессивных клеток иммунной системы.

Как видно из таблицы 1, около 10 субпопу-
ляций Т-лимфоцитов обладают супрессорной 
функцией и с помощью различных механизмов 
могут подавлять активность иммунокомпетент-
ных клеток-эффекторов, подавлять реакцию 
иммунной системы на различного рода анти-
генные воздействия, включая вирусы, бактерии, 
опухолевые клетки и т.д. В данных случаях клет-
ки-супрессоры осуществляют регуляторные 
механизмы для количественного ограничения 
роста клеток-эффекторов до оптимальных пара-
метров, необходимых для уничтожения вирусов, 
бактерий, раковых клеток. Однако, имеется дру-
гая биологическая задача у всего разнородного 
семейства клеток-супрессоров, которая, может 
быть, наиглавнейшая, – это не дать реагировать 
клеткам-эффекторам и клеточного, и гумораль-
ного звеньев, против своих собственных аутоан-
тигенов, т.е. исключить возможность нарушения 
иммунной толерантности к собственным анти-
генам. Учитывая большое разнообразие клеток 
с иммуносупрессорной активностью, следует, 
возможно, говорить о наличии в организме кле-
точной системы из супрессорных элементов, 
которая (система) отвечает за механизмы толе-
рантности клеток иммунной системы к аутоанти-
генам, за неразвитие в организме аутоиммунной 
патологии. 

Следует считать доказанным, что в организме 
имеются механизмы, отвечающие за подавле-
ние активности клеток-супрессоров, принимая 
во внимание негативное действие на Treg того 
же TNFα. Однако одним из таких специфических 
клеточных механизмов могут быть описанные ци-
тотоксические лимфоциты с активностью против 
IDO-экспрессирующих клеток, а, следователь-
но, подавляющих интенсивность индуцирован-
ной супрессии. При этом, помимо уменьшения 
количества классических Treg, регистрируется 
увеличение продукции IL-6 и IL- 17, последний 
из которых играет ведущую роль в формирова-
нии патологического процесса при РА, а первый 
принимает участие в передифференцировке Treg 
в Th17 с последующим уменьшением числа Treg. 
Кроме того, обнаружена, опять же, активность 
иммунной системы против таких характерных 
для клеток-супрессоров молекул, как PD-L1 
и FoxP3 [3, 5], что также имеет отношение к сни-
жению функции клеток-супрессоров. Сейчас уже 
разрабатываются методы терапии опухолевой 
патологии с помощью введения этих противо-
супрессорных цитотоксических лимфоцитов [3]. 
В исследованиях регистрируется еще один меха-

низм подавления активности иммунокомпетент-
ных клеток-эффекторов, основанный на индук-
ции Т-клеток против эрготопов, подобных CD25 
и HSP60, экспрессирующихся с высоким уров-
нем только на активированных Т-лимфоцитах.

Функция этих антиэрготопических Т-клеток 
заключается в ограничении возможной сверх-
величины любого иммунного ответа, включая 
ответ к аутоантигенам. Оказывается, что и этот 
супрессорный механизм работает не достаточно 
активно при аутоиммунных процессах [36]. Был 
обнаружен сниженный антиэрготопический от-
вет у крыс на модели адъювантного, аутоиммун-
ного артрита и пациентов с рассеянным склеро-
зом [19, 28].

Получается, что ослабление функции имму-
нокомпетентных клеток-супрессоров отвечает 
за формирование патологического, аутоиммун-
ного процесса. С другой стороны, возникшие 
аутоагрессивные, цитотоксические клеточные 
элементы начинают работать как против ре-
гуляторных клеток, индуцирующих развитие 
клеток-супрессоров, способствуя углублению 
патологического процесса, так и против самих 
эффекторных, супрессорных клеток. Тогда те-
рапия должна быть направлена, прежде всего, 
на стимуляцию функций многочисленных кле-
ток-супрессоров с целью реформирования со-
стояния новой иммунной толерантности к соб-
ственным антигенам организма, которое было 
до начала заболевания. Можно думать, что сни-
жение активности клеток-супрессоров разного 
генеза способствует нарушению механизмов им-
мунологической толерантности с последующим 
формированием аутоиммунной патологии. Это 
с одной стороны, а с другой – указанное сниже-
ние ложится в основу появления клонов клеток 
также аутоагрессивных, но уже не против тка-
невых антигенов, а против аутоантигенных суб-
станций, так или иначе связанных с клетками, 
участвующими в формировании супрессивных 
механизмов. «Сниженная эффективность су-
прессии индуцирует аутоагрессию и, одновре-
менно, антисупрессию».

Следовательно, аутоиммунная патология ха-
рактеризуется снижением активности клеток, 
представляющих собой супрессорную систему 
в организме. И поэтому всю иерархию аутоим-
мунных заболеваний, к которым относят более 
80 синдромов и болезней, следует отнести к забо-
леваниям с гипофункцией иммуносупрессорных 
механизмов. Отсюда – разработка новых методов 
терапии должна базироваться на способах стиму-
ляции активности клеток-супрессоров различно-
го генеза. Достойное место здесь должна занять 
клеточная иммунотерапия, основанная на кли-
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ническом применении самих клеток-супрессо-
ров, полученных в достаточном количестве в ус-
ловиях in vitro. При этом необходимо учитывать, 
в случае использования для иммунотерапии ау-

тологичных клеток-супрессоров, что функци-
ональная активность последних, как правило, 
снижена, и следует искать способы восстановле-
ния ее до контрольных значений хотя бы.
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КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ 
И ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
МУРАМИЛДИПЕПТИДОВ В ЛЕЧЕНИИ АТОПИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ
Колесникова Н.В.1, Козлов И.Г.2, Гурьянова С.В.3, Коков Е.А.1, 
Андронова Т.М.4
1 ГБОУ ВПО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ФГБУН «Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» РАН, 
Москва, Россия  
4 ЗАО «Пептек», Москва, Россия

Резюме. Отмечаемый сегодня в мире рост аллергических заболеваний свидетельствует о несовер-
шенстве существующей концепции фармакотерапии, не учитывающей этиопатогенетические аспекты 
атопии. Между тем осмысление клеточно-молекулярного механизма развития аллергопатологии соз-
дает предпосылки для развития новых терапевтических направлений, позволяющих эффективно воз-
действовать на патогенез аллергического воспаления и тем самым приводить к излечению. Поскольку 
одно из главных положений современной концепции регуляции адаптивного иммунитета заключается 
в антагонизме между двумя популяциями Т-хелперов (Th1 и Th2), осуществляемом в основном за счет 
действия IFNγ, продуцируемого активированными Th1, и IL-4, секретируемого активированными 
Th2, в обзоре обсуждаются перспективы иммунотерапии аллергических заболеваний, основанной 
на поляризации иммунного ответа – активации Th1-ответа и подавлении Th2. Указанная поляризация 
может быть реализована агонистами рецепторов врожденного иммунитета – синтетическими и при-
родными минимальными биологически активными фрагментами (МБАФ) патоген-ассоциированных 
молекулярных образов. В этом отношении весьма перспективен единственный зарегистрированный 
в России в качестве лекарственного препарата на основе синтетического МБАФ – глюкозаминилмура-
милдипептида (ГМДП) – иммуномодулятор Ликопид. Это обусловлено тем, что ГМДП, как активное 
действующее начало Ликопида, является высокоспецифическим лигандом NOD2-рецептора врож-
денного иммунитета, способен вызывать активацию фактора транскрипции NF-kB и продукцию ши-
рокого спектра иммунорегуляторных цитокинов. Клинико-иммунологическая эффективность вклю-
чения Ликопида в традиционную терапию атопических аллергических заболеваний (бронхиальной 
астмы, атопического дерматита, атопического варианта течения острого обструктивного бронхита) 
представлена обзором результатов доклинических и клинических исследований. 

Ключевые слова: глюкозаминилмурамилдипептид (ГМДП), аллергические заболевания, атопия, патогенез, IgE
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CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL EFFICIENCY OF MURAMYL 
DIPEPTIDE IN THE TREATMENT OF ATOPIC DISEASES
Kolesnikova N.V.a, Kozlov I.G.b, Guryanova S.V.c, Kokov E.A.a, 
Andronova T.M.d
a Kuban State Medical Academy, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Krasnodar, Russian Federation  
b N.I. Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
Moscow, Russian Federation  
c M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
Russian Federation  
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Abstract. Increased incidence of allergic diseases worldwide reflects some mangles of the existing 
pharmacotherapy concept which ignores some etiopathogenetic aspects of clinical atopy. Meanwhile, 
understanding cellular and molecular mechanisms of allergy may create prerequisites for development of new 
therapeutic areas, in order to effectively influence pathogenesis points of allergic inflammation and, thus, leading 
to therapeutic success. The review article concerns an antagonism between the two populations of T-helper 
cells (Th1 and Th2) carried out mainly by the action of IFNγ produced by activated Th1, and IL-4 secreted by 
activated Th2 which is at the heart of modern concept on the regulation of adaptive immunity. The prospects 
of immunotherapy of allergic diseases based on the polarization of the immune response are discussed, i.e., an 
activation of Th1 responses and Th2 suppression. This functional polarization can be mediated by the innate 
immune receptor agonist, i.e., synthetic and natural minimally-sized biologically active fragments (MBAF) 
with pathogen-associated molecular patterns. In this respect, a very promising drug registered in Russia is based 
on the synthetic MBAF, glucosaminylmuramyldipeptide (GMDP), The liсopid immunomodulator. This is due 
to the fact that GMDP, being an active substance of Liсopid, is a highly specific ligand for the NOD2 receptor of 
innate immunity factors; it may cause activation of the NF-kB transcription factor, and production of multiple 
immunoregulatory cytokines. Clinical and immunological efficacy of Licopid application in conventional 
therapy of atopic allergic diseases (asthma, atopic dermatitis, atopic variant of acute obstructive bronchitis) is 
presented as an overview of pre-clinical and clinical trials.

Keywords: glucosaminyl muramyl dipeptide (GMDP), allergic diseases, atopy, pathogenesis, IgE

Введение
Патогенетическую основу весьма распростра-

ненных сегодня аллергических болезней, опреде-
ляющихся сенсибилизацией организма при воз-
действии генетических и средовых факторов [2, 
11], составляют IgЕ-опосредуемые аллергические 
реакции, связанные с изменением соотношения 
Th2-/Th1-лимфоцитов за счет преобладания 
Th2-цитокинового профиля и снижения актив-
ности Th1-лимфоцитов. Существующая сегод-
ня концепция фармакотерапии аллергических 
атопических заболеваний ставит своей задачей 
не лечение, а лишь контроль за их течением [15]. 
Речь идет о широком спектре стероидных проти-
вовоспалительных, иммуносупрессивных, анти-
лейкотриеновых, мембраностабилизирующих, 
антигистаминных и бронходилатирующих пре-
паратов, направленных на уменьшение частоты 
и тяжести обострений, удлинение продолжитель-
ности ремиссий и повышение качества жизни 
пациентов. Осмысление клеточно-молекулярно-
го механизма развития аллергопатологии создало 
предпосылки для развития направлений терапии, 

позволяющей эффективно воздействовать на па-
тогенез аллергического воспаления и тем самым 
приводить к излечению. В частности, изменение 
дозы, пути и кратности введения аллергена в ор-
ганизм больных аллергическими заболеваниями 
на стадии ремиссии (аллерген-специфическая 
иммунотерапия, АСИТ) позволило в целом ряде 
случаев добиться переключения гуморального 
иммунного ответа с IgE на IgG тип и излечения 
пациентов от атопии [13, 14]. Наибольшее вни-
мание в последние годы привлекает использо-
вание препаратов, способных целенаправлен-
но поляризовать иммунный ответ на аллергены 
в сторону Th1-клеток [16].

В этом отношении наиболее перспективными 
«поляризаторами» иммунного ответа в настоящее 
время являются агонисты рецепторов врожден-
ного иммунитета: синтетические и природные 
минимальные биологически активные фрагмен-
ты (МБАФ) патоген-ассоциированных молекул 
(РАМР), и в частности единственный зарегистри-
рованный в России в качестве лекарственного 
препарата синтетического МБАФ – глюкозами-
нилмурамилдипептид (ГМДП) – иммуномоду-
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лятор Ликопид. ГМДП представляет собой ми-
нимальный биологически активный фрагмент 
пептидогликана клеточной стенки всех извест-
ных бактерий. Он оказывает выраженное модули-
рующее действие на клетки иммунной системы, 
являясь активатором врожденной и адаптивной 
систем иммунитета [12]. 

Клинико-иммунологическая эффективность 
ГМДП (Ликопида) при комплексной терапии ато-
пических аллергических заболеваний

Поскольку активное действующее начало 
Ликопида – ГМДП, как высокоспецифический 
лиганд NOD2-рецептора врожденного имму-
нитета, он способен вызывать активацию фак-
тора транскрипции NF-kB и продукцию широ-
кого спектра иммунорегуляторных цитокинов 
[17, 19]. Поэтому представляют интерес работы 
по изучению влияния иммуномодулятора на па-
тогенетический механизм аллергического IgE-
опосредованного воспаления. В настоящее время 
клиническими исследованиями продемонстри-
рована клинико-иммунологическая эффектив-
ность Ликопида при атопическом дерматите 
[4-6], бронхиальной астме [7], обструктивном 
бронхите атопического варианта течения [7]. 
Как правило, традиционная терапия включала 
гипоаллергенный быт, элиминацию причинно-
значимых и облигатных аллергенов, использова-
ние противовоспалительной (местной и систем-
ной) терапии и, по необходимости, коррекцию 
дисфункций желудочно-кишечного тракта.

В частности, изучение клинической эф-
фективности традиционной терапии с исполь-
зованием Ликопида (основная клиническая 
группа) в лечении детей с обострением IgE-
опосредованного атопического дерматита (АтД) 
средней степени тяжести, не имеющих на момент 
обследования признаков клинической манифе-
стации сопутствующей бактериальной, вирусной 
и микотической инфекции, показало, что уже че-
рез 1 месяц от начала его применения наблюда-
лось сокращение площади поражения в 3,5 раза 
(при комплексной терапии – в 1,8 раза), а ко 2-му 
месяцу – в 3 раза (по сравнению с показателями 
через месяц лечения), при этом у 40% пациен-
тов не выявлялись кожные проявления АтД [5]. 
Анализ интенсивности клинических проявлений 
АтД через месяц от начала терапии выявил более 
выраженное ее снижение в группе при использо-
вании в традиционной терапии Ликопида (в 3,6 
раза – через месяц, в 8,4 раза – через 2 месяца). 
Оценка субъективных данных (кожный зуд и на-
рушения сна) уже на 1-м месяце сочетанной те-
рапии свидетельствует об их более выраженном 
снижении (в 37 раз), чем на фоне традиционной 
терапии (в 6,3 раза), причем у 85% детей, полу-
чавших в составе традиционной терапии Лико-
пид, кожный зуд и нарушение сна к концу пер-

вого месяца терапии отсутствовали. Итоговый 
расчет индекса SCORAD продемонстрировал 
его снижение у больных, получавших Ликопид 
в сочетании с традиционной терапией, в 4,2 раза 
(через 1 месяц) и в 14 раз (через 2 месяца), тогда 
как в группе с традиционной терапией отмечено 
его снижение лишь в 2,5 раза и в 4,4 раза соот-
ветственно. При оценке иммунологической эф-
фективности сочетанной с Ликопидом терапии, 
наряду с нормализацией показателей основных 
функций нейтрофильных гранулоцитов (рецеп-
торной, фагоцитарной, микробицидной), было 
выявлено статистически значимое снижение 
содержания иммуноглобулина Е в перифериче-
ской крови, в то время как традиционная терапия 
практически не повлияла на его уровень.

 Катамнестическая оценка (через 6 месяцев) 
исходов традиционной терапии, сочетающейся 
с иммуномодулятором Ликопид, и традицион-
ной терапии продемонстрировала более высокую 
частоту обострения сопутствующих заболеваний 
(ангины, аденоидиты, респираторно-вирусные 
инфекции, ночной кашель), а также рецидивов 
АтД в группе сравнения, что послужило осно-
ванием для модификации иммунноориентиро-
ванной терапии АтД, которая заключалась в на-
значении ранее предложенной схемы лечения 
с использованием Ликопида дважды, с интерва-
лом в 2 месяца (суммарная доза препарата соста-
вила 50 мг) с оценкой ее клинической эффектив-
ности спустя 6 месяцев после окончания терапии 
[8]. Анализ результатов проведенного испытания 
пролонгированной иммунотропной терапии по-
казал достоверное снижение числа обострений 
АтД (в 3,4 раза) относительно группы сравнения, 
более существенное снижение числа обострений 
сопутствующих заболеваний, что в целом свиде-
тельствует о ее высокой клинической эффектив-
ности и целесообразности. 

Е.О. Урбан (2004), применяя Ликопид в ком-
плексной терапии детей со среднетяжелой фор-
мой бронхиальной астмы (БА) и сопутствующим 
синдромом вторичной иммунной недостаточ-
ности, получила положительный клинический 
результат в виде более выраженного снижения 
количества эпизодов ОРВИ в год, значительно-
го уменьшения продолжительности обострений 
бронхообструктивного синдрома на фоне ОРВИ, 
а также более выраженной положительной ди-
намики клинических проявлений БА, сопоста-
вимой с результатами добавления в комплекс 
лечебных мероприятий у больных группы срав-
нения к ингаляционным глюкокортикостеро-
идам (ИГКС) b2-агониста пролонгированного 
действия – формотерола [3]. Так, у пациентов, 
получавших Ликопид, была более значимой 
степень снижения дневных и ночных симпто-
мов к окончанию периода наблюдения, степень 
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возрастания удельного веса легких приступов 
с одновременным уменьшением числа тяжелых. 
Наряду с этим, благодаря включению Ликопи-
да в традиционную терапию, у части пациентов 
стало возможным снизить дозу ИГКС и перейти 
на базисную терапию препаратами кромоглино-
вого ряда. Важно отметить, что наряду с позитив-
ными клиническими эффектами Ликопида было 
выявлено достоверное снижение уровней содер-
жания основных маркеров атопии – IgE и IL-4, 
что в совокупности с лабораторными признака-
ми переключения иммунного ответа с Th2-типа 
на Th1 свидетельствовало о патогенетическом 
характере воздействия Ликопида на механизм ал-
лергического воспаления.

Изучение эффективности применения Лико-
пида у детей с БА и частыми эпизодами ОРВИ 
в составе комплекса реабилитационных меро-
приятий на санаторном этапе показало сходную 
положительную динамику клинических, имму-
нологических и рентгенологических показате-
лей [3]. Так, уже через неделю после начала ре-
абилитационной терапии у всех больных было 
отмечено улучшение самочувствия, уменьшение 
количества жалоб и клинических проявлений за-
болевания. При этом анализ динамики показате-
лей функции внешнего дыхания показал нараста-
ние практически всех изучаемых параметров; при 
наблюдении в течение года было отмечено до-
стоверное уменьшение дневных и ночных симп-
томов, что позволило сократить потребность 
в бронхолитиках короткого действия (в 1,7-3 
раза). При анализе иммунологических показате-
лей после реабилитационной терапии с исполь-
зованием Ликопида у 47,5% детей с исходно вы-
соким уровнем IgE выявлено его трехкратное 
достоверное снижение. 

Сведения о позитивных клинико-иммуно-
логических эффектах комплексной терапии 
с включением в нее Ликопида получены у детей 
с острым обструктивным бронхитом (ООБ) [7], 
в отношении которого в последние годы отме-
чена высокая заболеваемость, тяжелое течение, 
частое развитие осложнений и переход в реци-
дивирующую обструктивную форму бронхита 
и бронхиальную астму [9, 18]. В ряде случаев у де-
тей с БА и обструктивным бронхитом выявляет-
ся микоплазменная и хламидийная инфекция, 
формируются хронические очаги инфекции [20], 
возникают дисбиотические изменения в составе 
микрофлоры кишечника, выявляются плесне-
вые и дрожжевые грибы, а также бактериальная 
флора, как триггеры обострений аллергических 
заболеваний [11]. В этой связи в настоящее вре-
мя охарактеризованы два патогенетических ва-
рианта ООБ у детей, в основе развития которых 
лежат особенности иммунного ответа и степень 
выраженности изменений со стороны струк-

турно-функционального состояния клеточных 
мембран [9]. При этом если иммунный ответ 
при инфекционно-воспалительном варианте 
ООБ развивается преимущественно по Thl-типу, 
а особенности клиники свидетельствуют о пре-
обладании инфекционного воспаления в генезе 
клинических симптомов данного варианта ООБ, 
то особенностью атопического варианта ООБ 
является его Th2-направленность, приводящая 
к гиперпродукции IgE. При сравнительной оцен-
ке иммуномодулирующих эффектов Ликопида 
у детей с ООБ атопического и инфекционно-вос-
палительного патогенетического варианта уста-
новлена достоверная позитивная клинико-им-
мунологическая динамика [7]. 

Экспериментальная оценка механизмов имму-
нотропных эффектов ГМДП (Ликопида) при ато-
пиях

В экспериментальной модели аллергии немед-
ленного типа с использованием лабораторных 
мышей, иммунизированных хроматографиче-
ски очищенным аллергеном амброзии, показа-
ны достоверные IgE-cупрессирующие эффекты 
ГМДП, введенного на пике продукции гомоци-
тотропных антител (снижение в 3,6 раза) с со-
хранением эффекта спустя 15 суток после вве-
дения препарата (в 2,2 раза от исходного) [4, 5], 
что в целом соответствовало результатам клини-
ческих наблюдений. Для более детальной оценки 
причин наблюдаемого ГМДП-индуцированного 
снижения содержания IgE проведено исследова-
ние влияния ГМДП на продукцию мононуклеа-
рами здоровых детей и больных аллергическими 
заболеваниями IgE, IFNγ, IL-4 в условиях in vitro 
[6]. Анализ полученных результатов позволил 
установить, что при инкубации мононуклеаров 
здоровых детей с ГМДП имело место увеличение 
концентрации IFNγ в супернатанте при выра-
женной тенденции к снижению содержания IL-4. 
Гурьяновой С.В. и соавторами (2009) обнаруже-
но, что ГМДП in vitro модулирует пролиферацию 
ФГА- и анти-CD3-стимулированных мононукле-
аров как у здоровых доноров, так и у больных БА, 
и в зависимости от дозы увеличивает продукцию 
ими IFNγ в 3-8 раз, а у больных БА существенно 
снижает секрецию IL-4 как интактными, так и 
митоген-стимулированными мононуклеарами 
[1]. Обнаруженное под действием ГМДП по-
нижение продукции IL-4 лимфоцитами может 
служить одним из признаков его влияния на из-
менение баланса Th1/Th2 в сторону повышения 
активности Th1. Особо следует отметить, что ак-
тивность ГМДП реализуется только в отношении 
активированных (аллергенами или митогенами) 
лимфоцитов и не проявляется на интактных 
клетках (не стимулированные мононуклеары 
здоровых доноров) [1, 4, 10]. Поскольку основной 
мишенью для ГМДП являются фагоцитирующие 
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клетки врожденного иммунитета, экспрессирую-
щие внутриклеточный рецептор NOD2, наблю-
даемое его влияние на поляризацию Т-хелперов 
с усилением цитокин-продуцирующей активно-
сти Th1 носит опосредованный характер. 

Таким образом, полученные клинические дан-
ные, свидетельствующие об улучшении состояния 
больных аллергическими IgE-опосредованными 
заболеваниями в условиях традиционной терапии 
с использованием Ликопида, могут быть интер-
претированы не только как предотвращение ин-
фекционных осложнений основного заболевания, 

но и как патогенетическое воздействие ГМДП, 
как агониста рецепторов врожденного иммуните-
та [3], на процесс аллергического воспаления не-
медленного типа в виде смещения соотношения 
Th1-\Th2-клеток в сторону Th1 и соответству-
ющего снижения продукции патогенетически 
значимого IgE. Результаты клинико-эксперимен-
тальных исследований ГМДП (Ликопида) при ал-
лергических заболеваниях позволяют предпола-
гать более широкое успешное применение этого 
препарата в клинике IgE-опосредованных аллер-
гических заболеваний.
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ФУНКЦИОНАЛЬНО-МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 
ФАГОЦИТОВ КРОВИ ПРИ РАЗНЫХ ФОРМАХ 
ТУБЕРКУЛЕЗНОГО ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА 
ЛЕГКИХ
Бердюгина О.В., Ершова А.В.
ФГБУ «Уральский научно-исследовательский институт фтизиопульмонологии» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Ведущая роль фагоцитов в противостоянии Mycobacterium tuberculosis установлена. Раз-
личные варианты течения туберкулезного воспалительного процесса актуализируют необходимость 
изучения их функционально-метаболических особенностей у больных с разными формами тубер-
кулеза легких, что явилось целью данного исследования. Обследовано 124 человека, из которых 
25 были практически здоровыми людьми, а 99 имели один из трех вариантов туберкулезного вос-
палительного процесса: 31 – ограниченный специфический – туберкулему, 44 – инфильтративный 
туберкулез легких, 24 – фиброзно-кавернозный туберкулез легких. Оценивали маркеры активации 
нейтрофилов и моноцитов (phagotest, bursttest – продукцию супероксид-аниона, CD11b+, CD11c+, 
HLA-DR-Ag), а также основные показатели клеточного иммунитета (CD45+CD3+, CD45+CD19+, 
CD45+CD3-CD16+56+). Статистическая обработка проведена в среде «Microsoft Office Excel 2007» 
и «Statistica for Windows v. 6.1». Установлено выраженное снижение доли моноцитов, способных 
к генерации супероксид-аниона, которое составляло 10,1% при фиброзно-кавернозном туберкуле-
зе в сравнении с пациентами, имеющими туберкулемы и инфильтративный туберкулез. Также при 
фиброзно-кавернозном туберкулезе была повышена экспрессия маркеров адгезии CD11b – в сред-
нем на 49,0% и CD11с – на 73,5% в сравнении с вышеописанными группами больных. Выявлен 
факт б льшего снижения поглотительной функции гранулоцитов у больных с активными формами 
туберкулеза, в сравнении с ограниченными (туберкулемы) вариантами патологического процес-
са. Фиброзно-кавернозный туберкулез сопровождался повышением абсолютного числа грануло-
цитов, вырабатывающих как супероксид-анион, так и экспрессирующих CD11b+ и CD11c+. Вы-
яснено, что снижение количества лимфоцитов у больных с туберкулемами носило относительный 
характер и соответствовало росту количества гранулоцитов и моноцитов в периферической крови 
пациентов. Проведенное исследование позволило установить, что каждая форма туберкулезного 
воспалительного процесса характеризуется индивидуальной «картиной» иммунологических изме-
нений. У больных с туберкулемами отмечается снижение фагоцитарной и функционально-метабо-
лической активности моноцитов, на гранулоцитах увеличивается количество молекул адгезии 11b 
и 11с, выявляется увеличение числа Т-лимфоцитов, снижение числа NK-клеток. Инфильтратив-
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ный туберкулез сопровождается ростом популяции моноцитов с повышением на них экспрессии 
HLA-DR, гранулоциты характеризуются усилением экспрессии молекул адгезии 11b+ и 11с+, чис-
ло Т-лимфоцитов снижается. При фиброзно-кавернозном туберкулезе наблюдается лейкоцитоз, 
моноцитоз, гранулоцитоз. Основными функциональными особенностями моноцитов при данной 
форме туберкулезного воспалительного процесса становится значительное число клеток, экспрес-
сирующих на своей поверхности молекулы адгезии 11b+ и 11с+, функционально-метаболическая 
активность гранулоцитов, а также популяция клеток, экспрессирующих CD11b+ увеличивается, от-
мечается рост числа B-клеток. 

Ключевые слова: моноциты, гранулоциты, фагоцитоз, молекулы адгезии, супероксид-анион, HLA-DR, туберкулез легких

FUNCTIONAL AND METABOLIC FEATURES OF BLOOD 
PHAGOCYTES AT DIFFERENT FORMS OF TUBERCULAR 
INFLAMMATORY PROCESS OF LUNGS
Berdyugina O.V., Yershova A.V.

Ural Research Institute of Phthisiopulmonology, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Yekaterinburg, 
Russian Federation

Abstract.  A leading role of phagocytes in prevention of M. tuberculosis infection is well established. Various 
clinical variants of tubercular inflammatory process necessitate further studies of functional and metabolic 
features of blood phagocytes in the patients with different forms of lung tuberculosis, being the main goal of this 
study. We have observed a total of 124 persons including 25 healthy subjects, and 99 patients with tuberculosis 
who manifested with different types of tubercular inflammatory process, i.e., 31 patients had a limited specific 
process (tuberculoma); in 44 patients, an infiltrative lung tuberculosis was diagnosed, and 24 patients had 
fibro-cavernous tuberculosis of lungs. We studied activation markers of neutrophils and monocytes (phagotest, 
burst-test, CD11b+, CD11c+, HLA-DR-Ag), as well as main indicators of cellular immunity (CD45+CD3+, 
CD45+CD19+, CD45+CD3-CD16+56+). Statistical evaluation was carried out in the «Microsoft Office Excel 
2007» and «Statistica for Windows v. 6.1» environment. A considerable decrease in proportion of superoxide 
anion-producing monocytes was found in 10% of the patients with fibro-cavernous tuberculosis as compared 
to the patients with tuberculoma and infiltrative tuberculosis. Similarly, the fibro-cavernous tuberculosis was 
characterized by higher expression of adhesion markers, e.g., CD11b, by 49%, and CD11c, by 73.5%, when 
compared with the two other groups of patients. 

A considerable decrease of absorbing granulocyte function was found in the patients with active forms 
of tuberculosis, as compared with limited clinical forms (tuberculoma). Fibro-cavernous tuberculosis was 
associated with increased absolute numbers of granulocyte that produce both superoxide anion, and express 
surface CD11b+ and CD11c+. We have revealed a relative decrease in lymphocyte quantities in the patients from 
tuberculoma which corresponded to increased granulocyte quantities of granulocytes and monocytes in the 
patients’ blood. The conducted study allowed us to make a conclusion that each clinical form of tuberculosis id 
characterized by a specific immunological pattern. 

In the patients with tuberculoma, we have revealed a decrease of phagocytic, functional and metabolic 
activities of monocytes is noted, along with increased quantities of CD11b+ and CD11c+ adhesion molecules 
on granulocytes, increased numbers of T-lymphocytes, and decreased amounts of NK-cells. Infiltrative 
tuberculosis is characterized by increased contents and higher HLA-DR expression of the monocytes, with 
enhanced expression of CD11b+ and CD11c+ adhesion molecules on the granulocytes, and decreased number 
of T-lymphocytes. In the fibro-cavernous tuberculosis we observed leukocytosis, monocytosis, granulocytosis. 
The main functional feature of this clinical form is an increased amount of CD 11b+ and CD 11с+-bearing 
leukocytes, higher functional and metabolic activity of granulocytes, as well as expansion of CD11b+ expressing 
cell population and increased numbers of B-cells in peripheral blood.

Keywords: monocytes, granulocytes, phagocytosis, adhesion molecules, superoxide-anion, HLA-DR, lung tuberculosis
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Фагоциты крови при туберкулезе легких
Blood phagocytes in lung tuberculosis2016, Vol. 18,  1

2016, Т. 18, № 1

Введение
Известно, что в организме человека основную 

роль в борьбе с Mycobacterium tuberculosis играют 
фагоциты [6, 9, 17]. Это обусловлено тем, что при 
нарушении слияния фагосомы и лизосомы вну-
три макрофага, вызванного инфицированием, 
происходит изменение фагоцитарных реакций 
с трансформацией «процессинга» [11, 12, 18]. 
Следствием последнего становится отмена пре-
зентации антигена другим клеткам иммунной 
системы [3, 8]. Отсутствие классического иммун-
ного ответа на внедрение патогена позволяет ему 
длительное время выживать интрацеллюлярно, 
используя макрофаг в качестве защитника, что и 
приводит к развитию туберкулеза [7, 20].

Известно, что исход взаимодействия макроор-
ганизма и M.tuberculosis может быть различным: 
от заболевания в острой или хронической форме 
до выздоровления, и это в значительной степени 
зависит от иммунологической реактивности па-
циента [1, 5]. При хроническом процессе в месте 
массированной гибели пораженных фагоцитов 
наблюдается формирование гранулемы, как спо-
соба, выработанного иммунной системой для 
ограничения дальнейшей диссеминации пато-
генна [10]. В том случае, когда ее формирование 
оказывается недостаточным, может развиваться 
диссеминированный туберкулез, что значитель-
но ухудшает прогноз заболевания и затрудняет 
лечение [14, 15]. Сравнительная оценка иммуно-
логических показателей у больных разными фор-
мами туберкулезного воспалительного процесса: 
при наличии сформированного отграниченного 
специфического процесса – туберкулемы [16], 
у пациентов с преимущественно экссудативным 
характером процесса – инфильтративным тубер-
кулезом легких [13], а также у больных фиброз-
но-кавернозным туберкулезом (ФКТ) легких [2] 
позволяет выявить комплекс реакций, характе-
ризующих результат взаимодействия иммунной 
системы организма и патогена в разных условиях 
[4, 19]. 

Целью данной работы стало изучение функци-
онально-метаболических особенностей фагоци-
тов крови у больных с разными формами тубер-
кулезного воспалительного процесса легких.

Материалы и методы
Работа основана на анализе клинико-лабо-

раторных данных 124 человек, из которых 99 
были пациентами ФГБУ «УНИИФ» Министер-
ства здравоохранения РФ (директор – д.м.н. 
С.Н. Скорняков), 25 – практически здоровыми 
людьми. Медицинскую помощь больным, при-
нявшим участие в исследовании, оказывали 
с 2011 по 2013 годы в отделениях лечения боль-

ных туберкулезом легких (заведующая – Г.Е. За-
летаева), лечения туберкулезом легких с множе-
ственной лекарственной устойчивостью – МЛУ 
(заведующая – к.м.н. Е.И. Кильдюшева), ту-
беркулезного легочно-хирургического отделе-
ния (заведующие – П.Ф. Гапонюк, с 2013 года – 
к.м.н. А.В. Неретин). Критериями включения 
в исследование были: возраст от 18 до 55 лет, 
отрицательные клинико-лабораторные данные 
наличия вирусных гепатитов В, С, вируса имму-
нодефицита человека. Критериями исключения 
стали: отказ больного от участия в исследова-
нии, для контрольной группы – наличие любых 
острых или хронических заболеваний. Клини-
ко-рентгенологический статус пациента устанав-
ливался при поступлении его в учреждение и на 
этапах лечения в соответствии со стандартом 
оказания медицинской помощи больным тубер-
кулезом (Приказ Минздравсоцразвития РФ № 
572 «Об утверждении стандарта медицинской по-
мощи больным туберкулезом» от 21.07.2006 г.). 
Больные туберкулезом имели один из трех вари-
антов туберкулезного воспалительного процесса. 
Первая группа была представлена 31 пациентом, 
больным туберкулезом легких с формированием 
ограничения специфического процесса – тубер-
кулемы, в том числе вызванной лекарственно 
устойчивыми изолятами M. tuberculosis. Средний 
возраст обследованных составил 32,4±1,6 года, 
из них 18 мужчин (58%) и 13 (42%) женщин. Со-
путствующая патология встречалась у 18 боль-
ных (58%). Вторая группа была представлена 44 
больным с преимущественно экссудативным ха-
рактером процесса – инфильтративным туберку-
лезом легких – средний возраст которых состав-
лял 35,4±4,6 года. В этой группе 26 пациентов 
(59,1%) были мужчины, 18 (40,9%) – женщины. 
Сопутствующая патология встречалась у 35 боль-
ных (79,5%). В третью группу вошли 24 больных 
ФКТ легких, возбудители заболевания были либо 
с МЛУ, либо с широкой лекарственной устойчи-
востью к 3-7 противотуберкулезным препаратам. 
Их средний возраст составил 33,6±2,0 года. В этой 
группе 17 (70,8%) пациентов были мужчины, 7 
(29,2%) – женщины. Четвертая группа была кон-
трольной и состояла из 25 человек. Их средний 
возраст был 36,0 лет, 60% группы были мужчины, 
40% – женщины. Кровь для исследования заби-
ралась у обследуемых при поступлении в стаци-
онар до начала лечения однократно. Для оценки 
маркеров активации нейтрофилов и моноцитов, 
а также основных показателей клеточного им-
мунитета использовалась цельная кровь с анти-
коагулянтом К3ЭДТА в концентрации 1,6 мг/мл,  
для определения фагоцитарной активности кле-
ток – кровь с гепарином лития в концентрации 
16 МЕ/мл. Общий анализ крови выполнялся 
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на гематологическом анализаторе 5 Diff Mythic 
22 AL (Cormay, Poland). Поглотительная способ-
ность нейтрофилов и моноцитов оценивалась ме-
тодом проточной цитофлюориметрии на прибо-
ре COULTER®Epics®XL (Beckman Coulter, USA) 
с использованием набора Phagotest (Glycotope 
Biotechnology, Germany), метаболическая актив-
ность – с использованием тест-системы Bursttest 
(Glycotope Biotechnology, Germany). Хемотакси-
ческую функцию фагоцитов определяли по экс-
прессии на моноцитах и нейтрофилах маркеров 
молекул адгезии CD11b+ и CD11c+, антиген-
презентирующую функцию – по экспрессии 
HLA-DR-Ag. Дополнительно изучали основные 
субпопуляции лимфоцитов, используя моно-
клональные антитела фирмы Beckman Coulter 
(USA). Лизис эритроцитов осуществляли с помо-
щью станции пробоподготовки Coulter® Q-Prep 
(Beckman Coulter, USA) и реагентов Immunoprep 
одноименной компании. Контроль качества про-
водили при помощи калибровочных частиц Flow 
Check. Для детекции лейкоцитов использовали 
линейный дифференцировочный маркер CD45+. 
Подсчитывали общее количество Т-лимфоцитов 
(CD45+CD3+), В-лимфоцитов (CD45+CD19+) 
и NK-клеток (CD45+CD3-CD16+56+). Статисти-

ческая обработка данных проведена с использо-
ванием программ «Microsoft Office Excel 2007» 
и «Statistica for Windows v. 6.1». Проверку гипотезы 
о нормальном распределении, а также о согласии 
ее с распределением генеральной совокупности 
выполняли, используя χ2 Пирсона. Для оценки 
полученных результатов были использованы не-
параметрические методы. Вычислялись: среднее 
арифметическое значение величины (М), сред-
нее квадратическое отклонение (σ), статисти-
ческая медиана (Ме), минимальное (Min), мак-
симальное значение (Max). Оценку значимости 
различий между выборками проводили попар-
но, применяли критерий U Манна–Уитни. При 
величине p < 0,05 нулевая гипотеза (отсутствие 
отличий между выборками) отвергалась, и стати-
стические различия между группами считались 
значимыми. 

Результаты
Изучение популяционного состава и функ-

ционально-метаболических особенностей моно-
цитов, предшественников тканевых макрофагов, 
у больных различными формами туберкулезного 
воспалительного процесса показало нижеследу-
ющее. Абсолютное и относительное количество 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ФУНКЦИОНАЛЬНО-МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ МОНОЦИТОВ БОЛЬНЫХ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ФОРМЫ ТУБЕРКУЛЕЗНОГО ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА

Исследуемые 
показатели

Единицы 
измерения

Контрольная 
группа, 
n = 25

Больные 
с туберкулемами 

легкого, 
n = 31

Больные 
инфильтративным 

туберкулезом 
легкого, 

n = 45

Больные ФКТ 
легкого, 

n = 24

Моноциты

109/л

0,411

(0,28-0,54)2

0,163

0,754

0,405

0,52
(0,36-0,68)

0,26
0,86
0,48

0,54
(0,29-0,80)

0,17
1,18
0,51

*р < 0,05

0,64
(0,24-1,05)

0,14
1,98
0,52

*р < 0,05

%

6,9
(4,5-9,3)

2,0
11,0
7,0

7,3
(4,5-10,1)

4,0
15,0
7,0

8,5
(5,3-11,73)

3,0
17,0
8,0

8,2
(5,6-10,8)

4,0
14,0
8,0

Фагоцитирую-
щие моноциты
(Phago test)

109/л

0,33
(0,20-0,45)

0,17
0,69
0,29

0,28
(0,17-0,39)

0,11
0,65
0,26

*р < 0,05

0,31
(0,13-0,50)

0,07
1,04
0,28

0,33
(0,18-0,48)

0,14
0,65
0,30

%

73,9
(66,5-81,3)

58,7
90,2
75,3

57,0
(37,8-76,1)

22,0
99,0
57,9

*р < 0,05

51,8
(37,9-66,1)

23,5
78,8
52,2

*р < 0,05

50,2
(33,1-67,3)

19,6
76,2
53,2

*р < 0,05
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Исследуемые 
показатели

Единицы 
измерения

Контрольная 
группа, 
n = 25

Больные 
с туберкулемами 

легкого, 
n = 31

Больные 
инфильтративным 

туберкулезом 
легкого, 

n = 45

Больные ФКТ 
легкого, 

n = 24

Моноциты, 
продуцирую-
щие суперок-
сид-анион О2-
(Burst test)

109/л

0,35
(0,22-0,48)

0,20
0,71
0,32

0,28
(0,16-0,40)

0,06
0,45
0,31

*р < 0,05

0,32
(0,13-0,51)

0,12
0,98
0,28

0,31
(0,12-0,51)

0,07
1,00
0,26

%

76,0
(65,5-86,5)

55,2
91,7
79,0

58,6
(34,5-82,7)

12,0
94,0
65,7

*р < 0,05

57,4
(42,1-72,7)

22,1
86,6
59,0

*р < 0,05

52,7
(35,5-70,0)

24,3
86,8
53,4

*р < 0,05

CD14+CD11b+

109/л

0,38
(0,26-0,50)

0,21
0,65
0,35

0,49
(0,32-0,63)

0,32
0,79
0,43

0,50
(0,23-0,77)

0,17
1,13
0,46

0,73
(0,21-1,24)

0,30
1,97
0,58

*р < 0,05

%

92,8
(84,9-100,0)

79,7
99,9
97,5

96,8
(94,9-98,7)

93,9
99,0
97,1

94,2
(84,2-100,0)

64,4
99,9
98,5

94,4
(87,6-100,0)

79,9
99,8
97,9

CD14+CD11c+

109/л

0,31
(0,18-0,43)

0,12
0,57
0,30

0,34
(0,21-0,47)

0,22
0,56
0,30

0,39
(0,18-0,61)

0,14
0,99
0,32

0,59
(0,10-1,09)

0,20
1,94
0,36

*р < 0,05

%

72,8
(55,6-90,0)

46,1
96,7
70,4

69,1
(53,0-85,1)

47,0
91,2
67,4

74,8
(57,3-92,3)

42,1
99,5
73,0

77,9
(60,9-94,9)

51,4
97,9
78,5

CD14+HLA-DR+

109/л

0,089
(0,033-0,145)

0,002
0,190
0,089

0,082
(0,004-0,161)

0,007
0,221
0,047

*р < 0,05

0,135
(0,021-0,248)

0,009
0,420
0,098

*р < 0,05

0,090
(0,00-0,188)

0,017
0,322
0,044

***р < 0,05

%

23,3
(8,1-38,4)

0,4
52,0
24,1

16,7
(0,5-32,9)

1,3
46,7
12,0

20,2
(9,5-30,9)

1,7
42,7
18,6

11,5
(3,0-20,0)

3,6
31,7
8,5

*р < 0,05
***р < 0,05

Примечание. 1 – M, 2 – M±σ, 3 – Min, 4 – Max, 5 – Me, *р – в сравнении с контрольной группой, **р – в сравнении с группой 
больных инфильтративным туберкулезом.

Таблица 1 (окончание)



26

Berdyugina O.V., Yershova A.V.
Бердюгина О.В., Ершова А.В.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

изучаемых клеток было увеличено у больных 
с туберкулемами в сравнении с практически здо-
ровыми людьми несущественно, в других случаях 
более значимо, в частности: при инфильтратив-
ном туберкулезе – на 31,7% (р < 0,05), при ФКТ – 
на 56,1% (р < 0,05) – таблица 1. 

Между группами обследованных больных до-
стоверных различий выявлено не было, однако 
при ФКТ общее число моноцитов было замет-
но выше, чем при других формах туберкулеза: 
на 23,1% и 18,0% в сравнении с числом этих кле-
ток у больных с туберкулемами и инфильтратив-
ным туберкулезом соответственно. 

Абсолютное число моноцитов, проявляющих 
фагоцитарную активность, по результатам наше-
го исследования, у больных инфильтративным 
и ФКТ легких не имело значимых отличий от по-
казателей здоровых лиц. У пациентов с тубер-
кулемами популяция этих клеток была снижена 
на 15,2% (p < 0,05). Вместе с тем относительное 
количество фагоцитирующих моноцитов было 
снижено у всех больных: при туберкулемах – 
на 22,9% (p < 0,05), при инфильтративном тубер-
кулезе – на 29,9%, при ФКТ – на 32,1% относи-
тельно того же показателя в группе сравнения. 
Во всех случаях это снижение носило достовер-
ный характер. Различие в количестве этих клеток 
между группами больных было менее существен-
ным: в сравнении с отграниченными формами 
туберкулеза (туберкулема) при инфильтративном 
туберкулезе и ФКТ показатель поглотительной 
способности моноцитов был снижен на 9,1% 
и 11,9% соответственно.

Метаболическая активность моноцитов имела 
следующие особенности. Абсолютное количе-
ство клеток, продуцирующих супероксид-анион, 
не имело значимых отличий от значений в кон-
трольной группе у больных инфильтративным 
и ФКТ легких, вместе с тем у пациентов с ту-
беркулемами популяция этих клеток была сни-
жена на 20,0% (p < 0,05). Относительное число 
этих клеток изменялось синхронно показателям 
поглотительной активности, а именно – досто-
верно снижалось во всех исследуемых группах 
в сравнении с контролем: при туберкулемах это 
понижение составило 22,9% (p < 0,05), при ин-
фильтративном туберкулезе – 24,5% (p < 0,05), 
при ФКТ – 30,7% (p < 0,05). 

Изучение экспрессии комплементсвязываю-
щего интегрина CD11b на моноцитах показало, 
что количество несущих клеток было увеличено 
в сравнении с контролем и в абсолютном и в 
относительном выражении во всех исследуемых 
группах пациентов, однако достоверных величин 
данное различие достигало только в группе 
больных с ФКТ. Число CD11b-экспрессирующих 

моноцитов у пациентов этой группы было в 1,9 
раза выше, чем в контрольной группе. 

Что касается экспрессии другой молекулы 
адгезии – интегрина αХ (CD11c), то и в этом 
случае мы наблюдали сходную картину: у боль-
ных с впервые выявленным туберкулезом легких 
с формированием ограниченного специфиче-
ского процесса – туберкулемы – число моноци-
тов, экспрессирующих интегрин αХ, отличалось 
от контрольной группы незначительно, при ин-
фильтративном туберкулезе – немного повы-
шалось, а у пациентов с ФКТ абсолютное ко-
личество этих клеток было в 1,9 раза выше, чем 
в группе практически здоровых людей (различие 
было статистически достоверным). Существен-
ных различий между пациентами с такими фор-
мами туберкулезного воспалительного процесса, 
как туберкулема и инфильтративный туберкулез, 
в экспрессии молекул адгезии на моноцитах об-
наружено не было. Группа больных ФКТ отлича-
лась от двух других групп больных с туберкулез-
ным воспалительным процессом повышенной 
экспрессией обоих маркеров адгезии: CD11b – 
в среднем на 49,0%, CD11с – на 73,5%. 

Антигенпрезентирующая функция моноци-
тов (по данным экспрессии HLA-DR-антигена) 
у больных с туберкулемами и ФКТ была снижена 
в сравнении с контрольной группой, соответствен-
но, на 28,3% и 25,3% (р < 0,05). Экссудативное 
воспаление, наблюдавшееся при инфильтратив-
ном туберкулезе, сопровождалось значительным 
увеличением количества моноцитов, экспресси-
рующих HLA-DR-антиген. Популяция этих кле-
ток в крови была увеличена в 1,5 раза в сравнении 
с контрольной группой (р < 0,05).

Изучение популяции гранулоцитов позволи-
ло выявить следующие особенности для больных 
с разными формами туберкулезного воспали-
тельного процесса (табл. 2).

Общее количество исследуемых клеток было 
несколько повышено у больных с туберкулема-
ми и инфильтративным туберкулезом, при ФКТ 
повышение числа клеток было более значимым 
и достоверным: их количество в 1,6 раза пре-
вышало значения контрольной группы. Между 
группами значимых отличий отмечено не было, 
однако наблюдалась тенденция к гранулоцито-
зу у пациентов с ФКТ в сравнении с больными, 
имеющими туберкулемы (в среднем на 35,0%). 

Абсолютное количество фагоцитирующих гра-
нулоцитов не имело значимых отличий от данных 
контрольной группы при всех изученных формах 
туберкулеза легких, однако относительное число 
этих клеток было снижено у больных с туберку-
лемами – на 8,5%. При инфильтративном и ФКТ 
снижение этого показателя было более значимым 
и составляло 16,8% и 15,9%, соответственно, от-
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ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ФУНКЦИОНАЛЬНО-МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ ГРАНУЛОЦИТОВ БОЛЬНЫХ ПРИ 
РАЗНЫХ ФОРМАХ ТУБЕРКУЛЕЗНОГО ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ПРОЦЕССА ЛЕГКИХ

Исследуемые 
показатели

Единицы 
измерения

Контрольная 
группа, 
n = 25

Больные 
с туберкулемами 

легкого, 
n = 31

Больные 
инфильтративным 

туберкулезом 
легкого, 

n = 45

Больные ФКТ 
легкого, 

n = 24

Гранулоциты

109/л

3,491

(2,14-4,83)2

1,913

6,214

3,395

4,12
(2,83-5,40)

1,76
6,94
4,25

4,28
(2,22-6,35)

0,66
10,07
3,76

5,56
(2,81-8,31)

2,51
14,09
4,84

*р < 0,05

%

58,8
(48,3-69,3)

41,0
80,0
60,8

59,4
(50,5-68,3)

40,0
75,0
60,0

62,1
(51,6-72,6)

29,0
79,0
62,5

66,4
(56,6-76,2)

44,0
87,0
67,0

Фагоцитирую-
щие грануло-
циты
(Phago test)

109/л

3,41
(1,81-5,01)

1,53
7,08
2,99

3,51
(2,15-4,87)

0,73
5,86
3,72

3,28
(1,69-4,87)

0,60
6,27
3,05

3,75
(2,07-5,42)

1,53
8,37
3,57

%

88,9
(82,7-95,0)

72,7
97,6
89,3

81,3
(64,5-98,2)

38,0
99,7
87,6

74,0
(55,2-92,8)

28,8
96,9
80,0

*р < 0,05

74,8
(55,1-94,4)

30,0
95,6
77,9

*р < 0,05

Гранулоциты, 
продуциру-
ющие суперок-
сид-анион
(Burst test)

109/л

3,57
(1,82-5,32)

1,75
8,45
3,14

3,21
(1,44-4,98)

0,67
6,58
3,07

3,74
(1,62-5,86)

0,45
9,88
3,23

5,10
(2,50-7,70)

2,15
12,78
4,25

**р < 0,05

%

95,0
(88,7-100,0)

72,3
99,6
97,0

79,0
(53,1-100,0)

26,7
99,4
94,8

*р < 0,05

86,3
(65,4-100,0)

23,1
98,9
94,9

*р < 0,05

91,6
(78,9-100,0)

35,9
98,5
94,8

**р < 0,05

CD14-CD13low

CD11b+

109/л

3,18
(1,60-4,76)

1,61
6,20
2,91

4,52
(3,29-5,74)

2,33
5,81
4,70

4,46
(2,29-6,62)

1,82
10,04
4,61

5,58
(2,56-8,59)

2,48
13,65
5,48

*р < 0,05

%

95,4
(87,6-100,0)

71,0
99,9
98,7

93,0
(80,7-100,0)

68,8
99,7
99,4

92,0
(80,7-100,0)

67,0
99,9
98,5

98,2
(96,1-100,0)

93,2
99,8
99,4

***р < 0,05
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Исследуемые 
показатели

Единицы 
измерения

Контрольная 
группа, 
n = 25

Больные 
с туберкулемами 

легкого, 
n = 31

Больные 
инфильтративным 

туберкулезом 
легкого, 

n = 45

Больные ФКТ 
легкого, 

n = 24

CD14-CD13low

CD11c+

109/л

0,67
(0,01-1,32)

0,05
2,09
0,36

1,08
(0,00-2,25)

0,01
3,23
0,43

1,09
(0,00-2,19)

0,03
3,64
0,61

1,85
(0,33-3,37)

0,36
5,17
1,40

*р < 0,05

%

17,1
(6,0-28,2)

2,4
37,6
14,5

22,1
(0,6-43,5)

0,1
58,6
11,5

20,5
(4,8-36,2)

2,3
49,0
11,6

32,5
(12,4-52,6)

7,5
69,1
29,5

*р < 0,05
**р < 0,05
***р < 0,05

CD14-CD13low

HLA-DRlow

109/л

0,004
(0,000-0,016)

0,000
0,046
0,000

0,003
(0,000-0,007)

0,000
0,009
0,004

0,007
(0,000-0,015)

0,000
0,030
0,004

0,007
(0,000-0,018)

0,000
0,033
0,004

%

0,14
(0,00-0,48)

0,00
1,30
0,00

0,08
(0,00-0,15)

0,00
0,20
0,10

*р < 0,05

0,13
(0,00-0,26)

0,00
0,40
0,10

0,14
(0,00-0,33)

0,00
0,50
0,10

Примечание. 1-M, 2-M±σ, 3-Min, 4-Max, 5-Me, *р – в сравнении с контрольной группой, **р – в сравнении с группой 
больных с туберкулемами, ***р – в сравнении с группой больных инфильтративным туберкулезом.

носительно данных здоровых людей; в этих двух 
группах отличие от контроля было достоверным.

Функционально-метаболическая активность 
гранулоцитов, оцениваемая по способности 
к окислительному взрыву, у больных туберку-
лезом легких, с формированием ограничения 
специ фического процесса – туберкулемы, а так-
же у пациентов с инфильтративным туберкуле-
зом легких, была сходной с данным у здоровых 
лиц, тогда как у больных ФКТ легких она была 
повышена на 42,9% (p < 0,05). При этом доля 
гранулоцитов, продуцирующих активные фор-
мы кислорода, от общего числа этих клеток была 
снижена в группе больных с туберкулемами и ин-
фильтративным туберкулезом легких на 16,8% 
и 9,2%, соответственно, по сравнению с группой 
здоровых людей. Данные эти носили статистиче-
ски достоверный характер. При ФКТ снижение 
количества этих клеток было незначительным 
(всего на 3,6%) и статистически недостоверным, 
вместе с тем тенденция к снижению также отме-
чалась. В частности, у пациентов с ФКТ значи-
тельно чаще встречались значения ниже нормы 
(85-90%), чем в контрольной группе. Наимень-
шая величина отмеченная у больного с ФКТ была 

35,9% клеток, тогда как в контрольной группе – 
72,3%. Существенные отличия выявлены также 
между группами: установлено, что при ФКТ ко-
личество метаболически-активных гранулоцитов 
достоверно превышало этот показатель у паци-
ентов с отграниченными формами туберкулеза 
легких (туберкулемы) – на 58,9% в абсолютных 
значениях и на 15,9% – в относительных. 

Абсолютное количество гранулоцитов, экс-
прессирующих CD11b+ у всех изученных боль-
ных было выше, чем в группе здоровых людей: 
при туберкулемах и инфильтративном туберку-
лезе на 42,1% и 40,3%, соответственно, в сравне-
нии с контролем, а при ФКТ достигало статисти-
чески значимых величин в сравнении с группой 
здоровых лиц и составляло 75,5%. В последней 
группе количество CD11b+гранулоцитов превы-
шало значения больных с туберкулемами и ин-
фильтративным туберкулезом на 23,5% и 25,1% 
соответственно. Необходимо отметить, что боль-
шая часть гранулоцитов экспрессирует молекулу 
CD11b, которая является рецептором для фраг-
мента iC3b третьего компонента комплемента. 
Вместе с тем при инфильтративном туберкулезе 
доля таких клеток была минимальной (в сред-

Таблица 2 (окончание)
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нем 92%), при ФКТ – максимальной (в среднем 
98,2%). Различие между этими двумя группами 
составило 6,7% и было статистически достовер-
ным. 

Изучение экспрессии молекулы CD11c 
на гранулоцитах показало сходную с интегри-
ном αM (CD11b) закономерность. Туберкулемы 
и инфильтративный туберкулез сопровождались 
увеличением количества гранулоцитов, экспрес-
сирующих белок CD11c на своей поверхности, 
в данном случае в 1,6 раза в сравнении с кон-
трольной группой. ФКТ характеризовался до-
стоверным повышением CD11c на гранулоцитах 
в 2,8 раза в сравнении со здоровыми людьми. 
Значимые различия между группами также были 
выявлены. У больных с ФКТ количество грануло-
цитов, экспрессирующих CD11c, было на 71,3% 
выше, чем у пациентов с инфильтративным ту-
беркулезом и туберкулемами (p < 0,05). 

Экспрессия HLA-DR-Ag+ на гранулоцитах 
была крайне неравномерной. В контрольной 
группе разброс количества этих клеток составил 
от 0 до 0,046 × 109/клеток на литр, у подавляю-
щего числа обследованных активированных кле-
ток обнаружено не было. Среднее их количество 

увеличивалось при инфильтративном туберку-
лезе и ФКТ в сравнении с контрольной группой 
(на 75%) и группой больных туберкулемами (в 1,3 
раза), однако различия не были статистически 
достоверными. Доля гранулоцитов, экспрессиру-
ющих HLA-DR-Ag, от общего числа гранулоци-
тов была снижена при туберкулемах относитель-
но всех остальных изученных групп на 42,9%. 

Дополнительно, для оценки клеточного зве-
на иммунной системы, изучили соотношение 
основных субпопуляций лимфоцитов (табл. 3). 
Было установлено, что абсолютное число лим-
фоцитов варьировало во всех изученных группах 
в пределах статистической достоверности, тогда 
как относительное их число снижалось во всех 
трех группах больных туберкулезом: при тубер-
кулемах незначительно, при инфильтративном 
туберкулезе на 14,6%, и при ФКТ это снижение 
уже было достоверным и достигло 25,9% в срав-
нении с контрольной группой. При ФКТ раз-
личие было достоверным не только в сравнении 
с группой здоровых людей, но и с больными ту-
беркулемами – оно составило 23,3%. Несмотря 
на отсутствие выявленных достоверных отличий, 
обращает на себя внимание фактическое раз-

ТАБЛИЦА 3. ОСНОВНЫЕ ПОПУЛЯЦИИ ЛИМФОЦИТОВ ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ

Исследованные 
показатели

Единицы 
измерения

Контрольная 
группа, 
n = 25

Больные 
с туберкулемами 

легкого, 
n = 31

Больные 
инфильтративным 

туберкулезом 
легкого, 

n = 45

Больные ФКТ 
легкого, 

n = 24

Лимфоциты

109/л

2,061

(1,57-2,54)2

1,383

3,094

1,925

2,26
(1,48-3,04)

0,97
3,69
2,22

1,88
(1,21-2,54)

0,80
3,45
1,73

2,02
(1,31-2,73)

0,69
3,85
1,84

%

34,3
(25,2-43,5)

18,0
50,0
32,8

33,1
(24,3-41,9)

16,0
56,0
32,0

29,3
(19,6-39,1)

14,0
58,0
30,0

25,4
(16,3-34,5)

8,0
46,0
24,0

*р < 0,05
**р < 0,05

Т-лимфоциты, 
CD45+CD3+

109/л

1,58
(1,19-1,96)

1,07
2,63
1,60

1,71
(1,02-2,40)

0,75
2,92
1,63

1,33
(0,89-1,77)

0,39
2,21
1,35

*р < 0,05
**р < 0,05

1,45
(0,90-2,01)

0,51
2,58
1,42

%

76,2
(69,2-83,2)

65,2
85,7
75,6

78,4
(70,5-86,2)

58,7
88,4
78,5

71,8
(59,9-83,6)

31,7
89,7
72,9

**р < 0,05

70,9
(61,7-80,1)

54,2
83,8
73,4

**р < 0,05
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Исследованные 
показатели

Единицы 
измерения

Контрольная 
группа, 
n = 25

Больные 
с туберкулемами 

легкого, 
n = 31

Больные 
инфильтративным 

туберкулезом 
легкого, 

n = 45

Больные ФКТ 
легкого, 

n = 24

В-лимфоциты,
CD45+CD19+

109/л

0,24
(0,13-0,35)

0,10
0,52
0,23

0,25
(0,10-0,40)

0,06
0,64
0,24

0,24
(0,08-0,39)

0,03
0,59
0,19

0,35
(0,11-0,60)

0,11
0,96
0,28

*р < 0,05
***р < 0,05

%

11,4
(7,7-15,1)

4,2
19,8
10,6

12,1
(5,4-18,7)

2,5
33,2
11,5

12,4
(53-19,5)

2,9
29,1
10,9

17,1
(9,0-25,3)

3,5
34,6
15,9

*р < 0,05

NK-клетки,
CD45+CD3-16+56+

109/л

0,261
(0,124-0,397)

0,067
0,503
0,241

0,207
(0,087-0,328)

0,008
0,464
0,169

*р < 0,05

0,245
(0,092-0,398)

0,057
0,578
0,216

0,249
(0,080-0,419)

0,054
0,650
0,201

%

12,4
(6,8-18,0)

3,8
25,2
12,9

9,1
(5,0-13,2)

0,7
17,6
8,4

*р < 0,05

12,9
(6,7-19,1)

4,2
27,0
10,7

12,9
(4,1-21,6)

2,3
29,6
9,1

Примечание. 1 – M, 2 – M±σ, 3 – Min, 4 – Max, 5 – Me, *р – в сравнении с контрольной группой, **р – в сравнении с группой 
больных с туберкулемами, ***р – в сравнении с группой больных инфильтративным туберкулезом.

Таблица 3 (окончание)

личие, обнаруженное в количестве лимфоцитов 
при продуктивных (туберкулемы) и экссудатив-
ных (инфильтративный) формах воспалительно-
го процесса – при инфильтративном туберкулезе 
лимфоцитов было на 16,8% меньше, чем при ту-
беркулемах. 

Анализ субпопуляций лимфоцитов показал 
разнонаправленные сдвиги при различных фор-
мах туберкулезного процесса. Общее количество 
Т-лимфоцитов (CD45+CD3+) незначительно воз-
растает при туберкулемах и в абсолютном, и в 
относительном выражении (на 8,2 и 2,9% соот-
ветственно в сравнении с контролем). При ин-
фильтративном и ФКТ количество этих клеток, 
напротив, несколько снижается в сравнении 
с группой здоровых лиц (на 15,8% и 8,2% в абсо-
лютных и на 5,8 и 7,0% в относительных значени-
ях). При инфильтративном и ФКТ относительное 
количество Т-лимфоцитов было снижено в срав-
нении с больными туберкулемами, соответствен-
но, на 8,4% и 9,6% (р < 0,05).

Количество В-лимфоцитов (CD45+CD19+) 
при туберкулемах и инфильтративном туберку-
лезе существенно не изменялось. При ФКТ их 

количество достоверно увеличивалось в 1,5 раза 
в сравнении как с контролем, так и с двумя груп-
пами больных: с туберкулемами и инфильтратив-
ным туберкулезом легких.

Количество NK-клеток (CD45+CD3-

CD16+56+) снижалось при туберкулемах более 
чем на 20%. У пациентов с инфильтративным 
и ФКТ этот показатель не отличался от контро-
ля и был выше, чем при туберкулемах, соответ-
ственно, на 15,5 и 16,9%.

Обсуждение
Результаты проведенного исследования по-

зволили установить, что несмотря на столь 
значительное снижение доли моноцитов, про-
являющих функционально-метаболическую 
активность при разных формах туберкулезного 
воспалительного процесса, их абсолютное ко-
личество у больных инфильтративным и ФКТ 
легких оставалось практически таким же, как и 
у здоровых лиц. Нами это связывалось с ком-
пенсаторной реакцией – повышением общего 
числа моноцитов крови – ответом организма 
на массированное поражение клеток патогеном. 
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У больных с туберкулемами снижение числа этих 
клеток, по-видимому, можно объяснить вовле-
чением их в процесс поддержания отграничен-
ного патологического процесса. Стоит отметить 
также, что при ФКТ наблюдалось наиболее вы-
раженное снижение доли моноцитов, способных 
к генерации супероксид-аниона, которое со-
ставляло 10,1% в сравнении с пациентами, име-
ющими туберкулемы, а также инфильтративный 
туберкулез. Исследование экспрессии на моно-
цитах молекул адгезии – CD11b и CD11c, опре-
деляющих хемотаксис и играющих важную роль 
в воспалительной реакции, показало, что суще-
ственных различий между пациентами с такими 
формами туберкулезного воспалительного про-
цесса, как туберкулема и инфильтративный ту-
беркулез, обнаружено не было. Группа больных 
ФКТ отличалась от двух других групп больных 
с туберкулезным воспалительным процессом по-
вышенной экспрессией обоих маркеров адгезии: 
CD11b – в среднем на 49,0%, CD11с – на 73,5%. 
По всей видимости, причиной такого повы-
шения маркеров адгезии является выраженная 
воспалительная реакция, вызванная наличием 
M. tuberculosis, опосредованная рекрутингом мо-
ноцитов с участием цитокинов и активацией хе-
мотаксиса. Наблюдаемое снижение антигенпре-
зентирующей функции моноцитов (по данным 
экспрессии HLA-DR-антигена) у больных с ту-
беркулемами и ФКТ может быть обусловлено 
в первом случае ослаблением воспалительной 
реакции в результате отграничения патологиче-
ского процесса при инкапсулировании туберку-
лемы, во втором случае – «истощением резерва» 
моноцитов в результате хронического течения 
воспалительного процесса. 

Изучение полученных данных позволило уста-
новить факт б льшего угнетения поглотительной 
функции гранулоцитов у больных с активными 
формами туберкулеза, в сравнении с ограничен-
ными (туберкулемы) вариантами патологическо-
го процесса. Отмечено снижение относитель-
ной поглотительной и метаболической функции 
фагоцитов, наблюдавшееся у больных инфиль-
тративным туберкулезом и у пациентов с тубер-
кулемами, компенсировавшееся приростом их 
общего количества. У лиц с ФКТ выявлялось 
повышенное абсолютное число гранулоцитов, 
вырабатывающих супероксид-анион, что расце-
нивается нами, с одной стороны, как стремление 
организма компенсировать функциональную не-
полноценность фагоцитарного звена путем уве-
личения абсолютного числа клеток для борьбы 
с патогеном, с другой – не исключено, что это со-
путствовало активной воспалительной реакции, 
сопровождающей массированное распростране-

ние инфекции. Миграция гранулоцитов в очаг 
воспаления осуществляется под действием меди-
аторов. На гранулоцитах, также как и на моноци-
тах, мы оценивали экспрессию молекул адгезии. 
Абсолютное количество гранулоцитов, экспрес-
сирующих CD11b+ и CD11c+ у всех изученных 
больных было выше, чем в группе здоровых лю-
дей, достигая наибольших значений у больных 
с ФКТ. Причиной выявленных изменений явля-
ется триггерное участие CD11c в респираторном 
взрыве гранулоцитов.

Помимо фагоцитов, в патологический про-
цесс при инфекции, вызванной M. tuberculosis, 
вовлекаются и лимфоциты. Нами были иссле-
дованы основные их субпопуляции. Было вы-
яснено, что снижение количества лимфоцитов 
у больных с туберкулемами носило относитель-
ный характер и соответствовало росту количества 
гранулоцитов и моноцитов в периферической 
крови пациентов.

Таким образом, проведенное исследование 
позволило установить, что каждая форма тубер-
кулезного воспалительного процесса, наблюда-
емая нами в группах больных с туберкулемами, 
инфильтративным и ФКТ легких характеризова-
лась определенной индивидуальной «картиной» 
иммунологических изменений, характеризую-
щих патологический процесс. У больных с тубер-
кулемами отмечалось угнетение фагоцитарной 
активности моноцитов, вместе с тем выявлялось 
снижение функционально-метаболической ак-
тивности данных клеток, оцениваемое по про-
дукции супероксид-аниона и экспрессии маркера 
HLA-DR. На гранулоцитах увеличивалось коли-
чество молекул адгезии 11b и 11с. Отмечалось по-
вышение числа Т-лимфоцитов, снижение числа 
NK-клеток. Инфильтративный туберкулез харак-
теризовался увеличением популяции моноци-
тов с повышением на них экспрессии HLA-DR.  
На гранулоцитах увеличивалось количество мо-
лекул адгезии 11b и 11с, число Т-лимфоцитов 
снижалось. При ФКТ мы наблюдали лейкоци-
тоз, увеличение количества моноцитов и гра-
нулоцитов. Основными функциональными 
особенностями моноцитов при данной форме 
туберкулезного воспалительного процесса ста-
ло значительное число клеток, экспрессирую-
щих на своей поверхности молекулы адгезии 11b 
и 11с. Гранулоциты характеризовались увеличе-
нием функционально-метаболической актив-
ности клеток, оцениваемой по продукции ими 
супероксид-аниона, а также ростом популяции 
клеток, экспрессирующих CD11b+. При фиброз-
но-кавернозном туберкулезе увеличивалось ко-
личество B-клеток. 



32

Berdyugina O.V., Yershova A.V.
Бердюгина О.В., Ершова А.В.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Список литературы / References
1. Мордык А.В., Батищева Т.Л., Брюханова Н.С., Пузырева Л.В. Влияние иммунологических наруше-

ний на исход впервые выявленного инфильтративного туберкулеза у социально сохранных пациентов //  
Инфекция и иммунитет, 2014. Т. 4, №4. С. 353-358.[Mordyk A.V., Batishcheva T.L., Bryukhanova N.S., Puzyreva L.V. 
Influence of immunological disorders on an outcome for the first time diadnosed infiltrative tuberculosis in socially 
safe patients. Infektsiya i immunitet = Russian Journal of Infection and Immunity, 2014, Vol. 4, no. 4, pp. 353-358.  
doi: 10.15789/2220-7619-2014-4-353-358 (In Russ.)]

2. Ameglio F., Casarini M., Capoluongo E., Mattia P., Puglisi G., Giosuè S. Post-treatment changes of six 
cytokines in active pulmonary tuberculosis: differences between patients with stable or increased fibrosis. Int. J. 
Tuberc. Lung. Dis., 2005, Vol. 9, no. 1, pp. 98-104. 

3. Ariga H., Harada N. Evolution of IGRA researches. Kekkaku, 2008, Vol. 83, no. 9, pp. 641-652.
4. Bell L.C.K., Breen R., Miller R.F., Noursadeghi M., Lipman M. Paradoxical reactions and immune 

reconstitution inflammatory syndrome in tuberculosis. International J. of Infectious Diseases, 2015, Vol. 32, pp. 39-45.
5. Dorhoi A., Kaufmann S.H. Pathology and immune reactivity: understanding multidimensionality in 

pulmonary tuberculosis. Semin. Immunopathol., 2015, Vol. 5, pp. 1-14.
6. Duque C., Arroyo L., Ortega H., Montufar F., Ortiz B., Rojas M., Barrera L.F. Different responses of human 

mononuclear phagocyte populations to Mycobacterium tuberculosis. J. Tuberculosis, 2014, Vol. 94, Issue 2, pp. 111-122.
7. Ferraz J.C., Melo F.B.S., Albuquerque M.F.P.M., Montenegro S.M.L., Abath F.G.C. Immune factors and 

immunoregulation in tuberculosis. Braz. J. Med. Biol. Res., 2006, Vol. 39, no. 11, pp. 1387-1397.
8. Flannagan R.S., Cosío G., Grinstein S. Antimicrobial mechanisms of phagocytes and bacterial evasion 

strategies. Nature Reviews Microbiology, 2009, no. 7, pp. 355-366.
9. Hunter R.L. Pathology of post primary tuberculosis of the lung: an illustrated critical review. Tuberculosis 

(Edinburgh, Scotland), 2011, Vol. 91, no. 6, pp. 497-509.
10. Miranda M.S., Breiman A., Allain S., Deknuydt F., Altare F. The tuberculous granuloma: an unsuccessful 

host defence mechanism providing a safety shelter for the bacteria? Clinical and Developmental Immunology, 2012, 
Vol. 2012, pp. 1-14.

11. Ramachandra L., Smialek J. L., Shank S. S., Convery M., Boom W. H., Harding C. V. Phagosomal processing 
of Mycobacterium tuberculosis antigen 85b is modulated independently of mycobacterial viability and phagosome 
maturation. Infection and Immunity, 2005, Vol. 73, no. 2, pp. 1097-1105.

12. Sakamoto K. The Pathology of Mycobacterium tuberculosis infection. Veterinary Pathology, 2012, Vol. 49, 
no. 3, pp. 423-439.

13. Sakharova I.I., Ariél B.M., Skvortsova I.A., Knoring B.E., Vishnevski B.I., Aleshina G.M., Kokriakov V.N. 
Immunological parameters and mycobacterial biological properties in infiltrative pulmonary tuberculosis. Probl. 
Tuberk. Bolezn. Legk., 2005, no. 11, pp. 14-18.

14. Sharma S.K., Mohan A., Sharma A. Challenges in the diagnosis and treatment of miliary tuberculosis. 
Indian J. Med. Res, 2012, Vol. 135, no. 5, pp.703-730.

15. Tuberculosis / M. Monir Madkour, ed. Germany: Springer Science & Business Media, 2004. 930 p.
16. Ulrichs T., Kosmiadi G.A., Jörg S., Pradl L., Titukhina M., Mishenko V., Gushina N., Kaufmann S.H.E. 

Differential organization of the local immune response in patients with active cavitary tuberculosis or with 
nonprogressive tuberculoma. J. Infect. Dis., 2005, Vol. 192, no. 1, pp. 89-97.

17. Van Crevel R., Ottenhoff T.H.M., Van der Meer J.W.M. Innate Immunity to Mycobacterium tuberculosis. 
Clin. Microbiol. Rev., 2002, Vol. 15, no. 2, pp. 294-309.

18. Vergne I., Chua J., Singh S.B., Deretic V. Cell biology of Mycobacterium tuberculosis phagosome. Annu Rev. 
Cell Dev. Biol., 2004, Vol. 20, pp. 367-394.

19. Walzl G., Ronacher K., Hanekom W., Scriba T.J., Zumla A. Immunological biomarkers of tuberculosis. 
Nature Reviews Immunology, 2011, Vol. 11, pp. 343-354.

20. Wang Q, Liu S., Tang Y., Liu Q., Yao Y. MPT64 Protein from Mycobacterium tuberculosis inhibits apoptosis 
of macrophages through NF-kB-miRNA21-Bcl-2 pathway. J. Plos, 2014, Vol. 9, Issue 7, pp. 1-8.

Авторы:

Бердюгина О.В. – д.б.н., ведущий научный сотрудник, 
лаборатория диагностических и экспериментальных 
методов исследования, ФГБУ «Уральский научно-
исследовательский институт фтизиопульмонологии» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Екатеринбург, 
Россия 

Ершова А.В. – научный сотрудник, лаборатория 
диагностических и экспериментальных методов 
исследования, ФГБУ «Уральский научно-
исследовательский институт фтизиопульмонологии» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Екатеринбург, 
Россия

Authors:

Berdyugina O.V., PhD, MD (Biology), Leading Research 
Associate, Laboratory of Diagnostic and Experimental 
Research, Ural Research Institute of Phthisiopulmonology, 
Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
Yekaterinburg, Russian Federation  

Yershova A.V., Research Associate, Laboratory of Diagnostic 
and Experimental Research, Ural Research Institute of 
Phthisiopulmonology, Ministry of Healthcare of the Russian 
Federation, Yekaterinburg, Russian Federation

Поступила 31.08.2015 
Принята к печати 01.12.2015

Received 31.08.2015 
Accepted 01.12.2015



33

Медицинская иммунология
2016, Т. 18, № 1, стр. 33-40
© 2016, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2016, Vol. 18,  1, pp. 33-40
© 2016, SPb RAACI

Оригинальные статьи
Original articles

1 page

Адрес для переписки:

Бернс Светлана Александровна
Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение научно исследовательский институт 
«Комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний»
650002, Россия, г. Кемерово, Сосновый бульвар, 6.
Тел.: 8 (3842) 64-45-71.
Факс: 8 (3842) 64-34-10.
E-mail: svberns@yandex.ru

Address for correspondence:
Berns Svetlana A.
Federal State Budgetary Institution Research Institute for 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases
650002, Russian Federation, Kemerovo, Sosnovy blvd, 6.
Phone: 7 (3842) 64-45-71.
Fax: 7 (3842) 64-34-10.
E-mail: svberns@yandex.ru

Образец цитирования: 

С.А. Бернс, Е.С. Киприна, Е.А. Шмидт, А.В. Веремеев, 
О.Л. Барбараш, «Динамика изменений уровней цитокинов 
на госпитальном этапе у больных с различными 
клиническими вариантами острого коронарного синдрома»  
// Медицинская иммунология, 2016. Т. 18, № 1. С. 33-40. 
doi: 10.15789/1563-0625-2016-1-33-40 

© Бернс С.А. и соавт., 2016

For citation: 

S.A. Berns, E.S. Kiprina, E.A. Shmidt, A.V. Veremeev, O.L. 
Barbarash, “Dynamics of cytokine levels in the hospitalized patients 
with different clinical types of acute coronary syndrome”, Medical 
Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2016,  
Vol. 18, no. 1, pp. 33-40.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-1-33-40 

DOI: http://dx.doi.org/10.15789/1563-0625-2016-1-33-40 

ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЙ УРОВНЕЙ ЦИТОКИНОВ 
НА ГОСПИТАЛЬНОМ ЭТАПЕ У БОЛЬНЫХ С РАЗЛИЧНЫМИ 
КЛИНИЧЕСКИМИ ВАРИАНТАМИ ОСТРОГО КОРОНАРНОГО 
СИНДРОМА 

Бернс С.А., Киприна Е.С., Шмидт Е.А., Веремеев А.В., Барбараш О.Л.

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение научно исследовательский институт 
«Комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», г. Кемерово, Россия

Резюме. В исследование включены 120 больных с острым коронарным синдромом (ОКС), кото-
рые были разделены: I – группа больных с ОКС с подъемом сегмента ST (n = 80); II – группа больных 
с ОКС без элевации сегмента ST (n = 40). Определяли уровни интерлейкина (IL)-6, -8, -10 и фактора 
некроза опухоли-α (TNFα) количественным методом твердофазного иммуноферментного анализа 
на 1-е и 10-е сутки исследования. На первые сутки заболевания в обеих группах пациентов отмечал-
ся сходный с референсными значениями уровень IL-8 и TNFα, в то время как уровень IL-10 в обе-
их группах был значительно снижен по сравнению с нормативными значениями. В остром перио-
де ОКС только в группе пациентов с элевацией ST отмечается повышение уровня IL-6, в то время 
как во II группе уровень IL-6 был в пределах нормативных значений. На 10-е сутки от начала заболе-
вания уровень TNFα в обеих исследуемых группах больных достоверно увеличивался по сравнению 
с уровнем данного показателя на 1-е сутки. В то время как уровень IL-6 и IL-10 значимо снижался 
с первых по десятые сутки в обеих исследуемых группах больных. Разнонаправленная динамика от-
мечена относительно уровня провоспалительнного цитокина IL-8: в группе пациентов с ОКС с эле-
вацией ST концентрация данного цитокина имела выраженную тенденцию к повышению (на 40%), 
а во II группе пациентов – к снижению на 54% с первых по 10-е сутки наблюдения. 

Динамика концентрации цитокинов в группах пациентов с различными клиническими варианта-
ми ОКС в целом однонаправленна, однако повышение концентрации IL-8 к 10-м суткам заболева-
ния только в группе больных с ОКС с элевацией сегмента ST может свидетельствовать о разной силе 
воспалительного ответа. 

Ключевые слова: динамика цитокинов, острый коронарный синдром с элевацией ST и без подъема ST
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DYNAMICS OF CYTOKINE LEVELS IN THE HOSPITALIZED 
PATIENTS WITH DIFFERENT CLINICAL TYPES OF ACUTE 
CORONARY SYNDROME
Berns S.A., Kiprina E.S., Shmidt E.A., Veremeev A.V., Barbarash O.L.
Federal State Budgetary Institution Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, 
Russian Federation

Abstract. The study included 120 patients with acute coronary syndrome (ACS), which were divided: in two 
groups, respectively, with ACS-ST segment elevation (group 1, n = 80), and without this clinical sign (group 2, 
n = 40). The levels of interleukins (IL)-6, -8, -10, and tumor necrosis factor-α (TNFα) were determined 
by quantitative ELISA test on the 1st and 10th days of the study. In both groups, the IL-8 and TNFα values 
on day 1 were similar to the reference level, whereas IL-10 levels were significantly reduced as compared to 
the standard values. IL-6 level was increased in patients with ACS-ST elevation only in acute phase of ACS, 
while the patients from group 2 showed normal IL-6 values. On the day 10, TNFα levels in the both groups of 
patients were significantly increased as compared to the 1st day, whereas IL-6 and IL-10 levels were significantly 
decreased by the day 10 in both groups of patients. Differential dynamics of IL-8 was observed for these groups 
of the patients from the day 1 to day 10, i.e., the IL-8 concentration showed a tendency to increase (by 40%) 
for the group 1 and decrease by 54% in the group 2. In conclusion, the patient grouped by different clinical 
ACS variants exhibit a similar dynamics of cytokine concentrations, but an increase of IL-8 by the day 10 of the 
disease was seen only in patients with ACS segment elevation. It may be indicative of different intensity of the 
inflammatory response.

Keywords: cytokine dynamics, acute coronary syndrome, ST elevation trait

Введение
Высокая распространенность ишемической 

болезни сердца (ИБС) и связанная с ней леталь-
ность определяют актуальность научных исследо-
ваний, направленных на углубленное изучение па-
тогенеза ургентной формы заболевания – острого 
коронарного синдрома (ОКС) [7, 27]. Необычай-
но быстрый прогресс кардиологии в последние 
десятилетия привлекает внимание исследователей 
к решению проблемы адекватной и своевремен-
ной диагностики острых коронарных событий. 
По данным ряда исследований, у больных с ОКС 
частота развития серьезных клинических собы-
тий, таких как смерть и инфаркт миокарда (ИМ), 
составляет от 10 до 17% в год [15].

В настоящее время уже ни у кого не вызыва-
ет сомнений факт патогенетической взаимосвя-
зи ОКС и повышенной экспрессии цитокинов 
[11]. Воспаление сосудистой стенки признается 
дополнительным фактором риска развития ОКС 
[5, 8]. Однако основная дискуссия ведется вокруг 
вопроса о причинно-следственном характере 
этой связи, так как у одних и тех же медиаторов, 
в зависимости от их концентрации, могут наблю-
даться совершенно противоположные эффекты. 

Цитокины, представляющие собой обширную 
гетерогенную группу низкомолекулярных бел-
ков гликопротеинов, продуцируемых преимуще-
ственно лимфоцитами, моноцитами, тканевыми 
макрофагами, в ответ на внешний, внеклеточный 
стимул участвуют фактически во всех стадиях 
иммунных воспалительных реакций. Цитокины, 
преимущественно произведенные моноцита-

ми, включают интерлейкины (IL): IL-1α, IL-1b,  
IL-6, IL-8, IL-10 и фактор некроза опухоли TNFα 
[4, 14].

Провоспалительные цитокины являются клю-
чевыми медиаторами клеточно-опосредованного 
иммунного ответа, однако их системная продук-
ция еще не означает высокую эффективность им-
мунитета. Во избежание избыточных проявлений 
системного воспаления включаются механизмы 
контроля, опосредованные продукцией противо-
воспалительных и ингибиторами провоспалитель-
ных цитокинов, подавляющих системную вос-
палительную реакцию. Полагают, что процессы 
воспаления способствуют отложению липопроте-
идов в сосудистой стенке и имеют существенное 
патогенетическое значение для дестабилизации 
атеросклеротической бляшки и развития атеро-
тромботических осложнений [10]. 

Дисбаланс цитокинов приводит к активации 
иммуновоспалительных реакций и может носить 
как адаптивный, так и дезадаптивный характер. 
Так, провоспалительные цитокины, участвую-
щие в регуляции воспалительного процесса и фа-
гоцитарной активности нейтрофилов, усиливают 
процессы стабилизации и заживления. Баланс 
между процессами заживления и воспаления 
определяет степень активности атеросклероти-
ческой бляшки и клиническое проявление ИБС. 
Вместе с тем доказано, что повышение уровня 
цитокинов плазмы крови является прогностиче-
ски неблагоприятным фактором в развитии и те-
чении ОКС вследствие увеличения риска внутри-
сосудистого тромбообразования [1, 2, 21].
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Многочисленность и в то же время неодно-
значность данных литературы об участии цито-
кинов в развитии ОКС и его осложнений, а так-
же в отношении сроков определения и динамики 
медиаторов воспаления обусловили актуальность 
и целесообразность проведения настоящего ис-
следования. 

Целью данной работы явилось изучение дина-
мики изменений уровня цитокинов у больных 
с различными клиническими вариантами ОКС 
на госпитальном этапе.

Материалы и методы
В основу данной работы положены результаты 

обследования 120 больных с ОКС. Больные были 
разделены на группы следующим образом: I – 
группа больных с ОКС с подъемом сегмента ST 
(n = 80); II – группа больных с ОКС без элевации 
сегмента ST (n = 40). В момент госпитализации 
выполнялось стандартное клинико-лаборатор-
ное обследование. В первые сутки от момента 
поступления всем пациентам осуществлялась ко-
ронароангиография (КАГ) на аппарате INNOVA 
3100 (США) с последующим проведением чрес-
кожной транслюминальной коронарной ангио-
пластики (ЧТКА) с имплантацией металличе-
ского сетчатого эндопротеза без лекарственного 
покрытия (стент “Driver”).

Материалом для исследования служила пе-
риферическая кровь, забранная из кубитальной 
вены в количестве 10 мл. Кровь забирали в ваку-
тейнеры на 1-е сутки до проведения КАГ и на 10-е 
сутки после госпитализации. Пробирки с кровью 
центрифугировали на рефрижераторной центри-
фуге «Eppendorf Centrifuge 5804R» (Eppendorf, 
Germany) при 3000 об/мин в течение 15 минут. 
Определяли уровни IL-6, IL-8, IL-10 и TNFα 
количественным методом твердофазного им-
муноферментного анализа набором «Invitrogen 
Biosource» (Invitrogen Corporation, USA). Изме-
рение концентрации исследуемых показателей 
проводили на иммуноферментном планшетном 
ридере «Униплан» (ПИКОН, Россия). С целью 
определения референтных значений цитокинов 
была исследована кровь 20 добровольцев без 
признаков инфекционных и сердечно-сосуди-
стых заболеваний соответствующего возраста.

Все пациенты были госпитализированы 
не позднее 12 часов от развития болевого синдро-
ма, среднее время (М±s) от начала заболевания 
до диагностической КАГ составило 5,01±2,45 
часа. Средний возраст (М±s) для больных I 
группы составил 56,7±8,7 лет, для больных II 
группы – 58,8±7,0 лет. Среди обследованных 
пациентов преобладали мужчины: 69 человек 
(86,3%) – в I группе и 29 (72,5%) – во II группе 
исследуемых пациентов. Исходная клиническая 
характеристика больных, включенных в исследо-
вание, представлена в таблице 1.

Среди исследуемых больных I группы около 
четверти пациентов перенесли в прошлом ИМ, 
половина из них подвергались ЧТКА со стенти-
рованием. Около половины пациентов отмечали 
ранее клинику стенокардии и являлись куриль-
щиками. По наличию факторов риска, среднему 
показателю индекса массы тела (ИМТ), фракции 
выброса левого желудочка (ФВЛЖ) исследуемые 
группы пациентов статистически значимо не раз-
личались.

В течение первых десяти дней госпитального 
периода в группе больных с ОКС с элевацией сег-
мента ST развилось два (2,5%) летальных исхода 
вследствие рецидива ИМ. Среди больных с ОКС 
без элевации сегмента ST летальных исходов от-
мечено не было.

Статистическая обработка результатов прово-
дилась с помощью пакета прикладных программ 
«Statistica 6.0». Для описания признаков с отлич-
ным от нормального распределения определяли 
медиану с указанием межквартильного разма-
ха – 25-й и 75-й процентили. Для оценки досто-
верности различий выборок, не подчиняющихся 
нормальному распределению, использовали не-
параметрический критерий Манна–Уитни, ка-
чественные признаки сравнивали по критерию 
Пирсона с поправкой Ейтса и точному критерию 
Фишера. Различия считали достоверными при 
уровне значимости 0,05 (р < 0,05).

Результаты
На первые сутки заболевания как в группе па-

циентов с ОКС с подъемом ST, так и без подъема 
сегмента ST отмечается сходный с референсны-
ми значениями уровень IL-8 и TNFα, в то время 
как уровень IL-10 в обеих группах был значитель-
но снижен по сравнению с нормативными значе-
ниями. В остром периоде ОКС только в группе 
пациентов с элевацией ST отмечается повыше-
ние уровня IL-6, в то время как во II группе уро-
вень IL-6 был в пределах нормативных значений.

Уровень TNFα в группе больных с ОКС с эле-
вацией сегмента ST на 10-е сутки от начала за-
болевания достоверно (р = 0,001) увеличивался 
на 38,5% по сравнению с уровнем данного пока-
зателя на 1-е сутки (табл. 2). Аналогичная дина-
мика прослеживалась и во II исследуемой группе 
больных, где концентрация TNFα достоверно 
(р = 0,03) увеличивалась на 41% (табл. 3).

Анализ концентрации провоспалительно-
го IL-6 показал снижение его уровня с первых 
по десятые сутки в обеих исследуемых группах 
больных в среднем на 65% (р = 0,002).

Разнонаправленная динамика отмечена отно-
сительно уровня провоспалительнного цитокина 
IL-8: в I группе пациентов с ОКС с элевацией ST 
концентрация данного цитокина имела выра-
женную тенденцию к повышению (на 40%), а во 
II группе пациентов – к снижению на 54% с пер-
вых по 10-е сутки наблюдения.
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ТАБЛИЦА 1. ИСХОДНАЯ КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ ОКС С ПОДЪЕМОМ СЕГМЕНТА ST (ОКСпST) 
И ОКС БЕЗ ПОДЪЕМА СЕГМЕНТА ST (ОКСбпST)

Показатели
Группа больных 

с ОКСпST (I)
n = 80

Группа больных 
с ОКСбпST (II)

n = 40
р

Возраст, годы (М±s) 56,7±8,7 58,8±7,0 p > 0,05
Мужской пол, n (%) 69 (86,3) 29 (72,5) p > 0,05
ИМТ, кг/м² (М±s) 28,0±4,08 28,6±4,63 p > 0,05
Курение, n (%) 48 (60,0) 16 (40,0) p > 0,05
Стенокардия в 
анамнезе, n (%) 35 (43,8) 12 (30,0) p > 0,05

ПИКС, n (%) 23 (28,8) 8 (20,0) p > 0,05
ОНМК в анамнезе, n (%) 8 (10,0) 2 (5,0) p > 0,05
ФВЛЖ на момент госпитализации, % 49,9±8,89 51,9±8,58 p > 0,05
Класс СН по Killip: 
I, n (%)
II-IV, n (%)

65 (82%)
15 (18%)

36 (91%)
4 (9%) p > 0,05

ЧКВ в анамнезе, n (%) 10 (12,5) 1 (2,5) p > 0,05
Наличие СД 2 типа, n (%) 5 (6,3) 3 (7,5) p > 0,05
Наличие АГ, n (%) 75 (93,7) 28 (70,0) p > 0,05
Длительность АГ, годы 56 (70,0) 21 (52,5) p > 0,05
Локализация поражения на ЭКГ, n (%)
– передняя
– задняя

30 (37,5)
50 (62,5)

16 (40,0)
24 (60,0) p > 0,05

Примечание. ПИКС – постинфарктный кардиосклероз, ЧКВ – чрескожное коронарное вмешательство, ИМТ – индекс 
массы тела, ОНМК – острое нарушение мозгового кровообращения, СД – сахарный диабет, АГ – артериальная гипертензия, 
ФВЛЖ – фракция выброса левого желудочка, ЭКГ – электрокардиограмма, СН – сердечная недостаточность.

ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ У БОЛЬНЫХ С ОКС С ПОДЪЕМОМ СЕГМЕНТА ST В 1-Е И НА 
10-Е СУТКИ ОТ РАЗВИТИЯ СИМПТОМОВ

Показатель

ОКС с подъемом сегмента ST (I группа)

Р Референтные 
значения

 (1-е сутки от начала развития 
симптомов ОКС) 

(n = 80)

(на 10-е сутки) 
(n = 78)

25% Медиана 75% 25% Медиана 75%

IL-6, пг/мл 2,47 6,3 11,6 1,05 2,42 4,35 0,002 1,7-4,28
IL-8, пг/мл 1,77 4,3 7,74 2,81 7,05 10,39 0,062 2,94-4,3
IL-10, пг/мл 2,08 3,2 12,5 1,13 1,79 2,5 0,001 14,4-16,1
TNFα, пг/мл 2,51 4,0 6,1 3,88 6,5 9,7 0,001 1,4-3,7

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ У БОЛЬНЫХ С ОКС БЕЗ ПОДЪЕМА СЕГМЕНТА ST В 1-Е И НА 
10-Е СУТКИ ОТ РАЗВИТИЯ СИМПТОМОВ

Показатель

ОКС без подъема сегмента ST (II группа)

Р Референтные 
значения

 (1-е сутки от начала 
развития симптомов ОКС) 

(n = 40)
(на 10-е сутки) (n = 40)

25% Медиана 75% 25% Медиана 75%
IL-6, пг/мл 1,93 4,61 8,3 0,09 1,42 4,37 0,002 1,7-4,28
IL-8, пг/мл 0,86 3,89 6,39 0,57 1,79 8,26 0,88 2,94-4,3
IL-10, пг/мл 1,22 2,58 3,57 0,97 1,21 1,72 0,04 14,4-16,1
TNFα, пг/мл 4,52 5,48 7,42 5,69 9,3 12,6 0,03 1,4-3,7
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При анализе концентрации противовоспали-
тельного IL-10 в исследуемых группах пациен-
тов к 10-м суткам отмечалась однонаправленная 
динамика: выявлено снижение концентрации 
на 45% к 10-м суткам заболевания как в I, так и II 
группе пациентов. 

На втором этапе исследования проведен срав-
нительный анализ динамики уровней цитокинов 
в зависимости от класса СН по Killip. Учиты-
вая малое количество пациентов с классом СН 
по Killip II-IV в группе пациентов с ОКС без эле-
вации сегмента ST, сравнительный анализ марке-
ров воспаления проведен только в группе боль-
ных ОКС с элевацией ST.

Среди больных с ОКС с элевацией сегмента 
ST выявлено 15 пациентов (18,7%) с Killip II-IV; 
остальные 65 пациентов (81,3%) имели класс СН 
Killip I. Выявлено статистически значимо высо-
кое содержание IL-8 на десятые сутки заболе-
вания в группе пациентов с Killip II-IV по отно-
шению к показателю группе пациентов с Killip I: 
9,0 (6,9; 11,1) пг/мл против 4,1 (2,5; 9,13) пг/мл;  
(р = 0,029). В отношении остальных цитоки-
нов как в первые, так и на десятые сутки разли-
чий в изучаемых группах пациентов получено 
не было. Однако отмечены особенности динами-
ки цитокинов с первых по десятые сутки внутри 
групп пациентов с Killip I и Killip II-IV. Так, в под-
группе пациентов с Killip II-IV отмечалось значи-
мое нарастание уровня TNFα к десятым суткам 
заболевания с 2,9 (0,5; 6,4) до 11,1 (8,1; 11,9) пг/мл  
(р = 0,009). Аналогичные результаты по уров-
ню TNFα прослеживались и в группе пациентов 
с Killip I: увеличение с 5,6 (2,5;5,8) до 9,88 (6,4; 13,7) 
пг/мл (р = 0,001) с первых по 10-е сутки в течение 
госпитального периода. Кроме того, у пациентов 
с Killip I отмечалось значимое снижение уровня 
IL-6 (с 0,88 (0,5; 1,2) до 0,28 (0,08; 0,78) пг/мл;  
р = 0,001), в то время как в группе с более высо-
ким классом СН по Killip значимого снижения 
уровня этого цитокина не прослеживалось.

Обсуждение
Как известно, для выявления факторов, влия-

ющих на развитие неблагоприятных исходов, це-
лесообразно определение изменения концентра-
ции маркеров иммунного ответа. Так, для оценки 
цитокинового статуса была исследована динами-
ка концентрации IL-6, IL-8, IL-10, TNFα в крови 
больных с различными клиническими варианта-
ми ОКС с первых по десятые сутки от начала раз-
вития симптомов (I и II группы).

Нами установлено достоверное увеличение 
концентрации провоспалительного цитокина 
TNFα с первых по десятые сутки заболевания 
как в группе больных с ОКС с элевацией сегмен-
та ST, так и в группе больных ОКС без подъема 
сегмента ST. Известно, что существует два основ-
ных направления действия TNFα. Данный ци-

токин, являясь провоспалительным медиатором 
первой волны иммунного ответа, в ответ на тка-
невое повреждение запускает каскад реакций, 
в результате которого наступает фаза цитокино-
вой стимуляции [23]. Существуют данные, свиде-
тельствующие о том, что высокая концентрация 
TNFα является наиболее независимым предик-
тором неблагоприятного прогноза коронарных 
событий, превосходящим по своей точности 
и специфичности все другие прогностические 
маркеры. Вторым из наиболее важных свойств 
TNFα является его иммуномодулирующее дей-
ствие, вызываемое активацией макрофагов, 
нейтрофилов, эозинофилов и эндотелиальных 
клеток [3]. Таким образом, повышение концен-
трации TNFα на 10-е сутки от начала симптомов 
ОКС может свидетельствовать как об интенси-
фикации воспалительного ответа, так и о начале 
регенеративных иммунорегулирующих процес-
сов, направленных на восстановление баланса 
иммунной системы.

Далее в ходе исследования нами было выявле-
но достоверное уменьшение уровней IL-6 на 10-е 
сутки от дебюта ОКС по сравнению с первыми 
сутками заболевания в обеих исследуемых груп-
пах. В работах проведенных ранее было уста-
новлено как снижение, так и повышение уровня 
IL-6 к концу первой недели заболевания в зави-
симости от типа ОКС [12, 18]. Известно, что IL-6 
имеет значение в развитии ОКС как провоспали-
тельный гепатоцитактивирующий фактор, про-
дуцируемый моноцитами, макрофагами, лимфо-
цитами, фибробластами и клетками эндотелия. 
Важно отметить, что провоспалительные эффек-
ты IL-6 сходны с таковыми TNFα. Однако IL-6, 
более чем TNFα, влияет на синтез белков острой 
фазы воспаления. Активируясь несколько позже, 
чем TNFα, IL-6 подавляет его образование, в то 
время как TNFα, наоборот, стимулирует выделе-
ние IL-6 [6]. Кроме того, эффект IL-6 более спе-
ци фичен в отношении развития воспаления, тогда 
как провоспалительные цитокины первой фазы 
в большей степени инициируют его экспрессию. 
Таким образом, снижение концентрации IL-6 
в группах больных с различными клиническими 
вариантами ОКС к 10-м суткам от развития за-
болевания в нашем исследовании, вероятно, сви-
детельствует об уменьшении стимулирующего 
влияния TNFα на IL-6-продуцирующие клетки. 
Тем не менее, концентрация самого TNFα в кро-
ви на 10-е сутки госпитализации оставалась вы-
сокой.

По результатам исследования обозначается 
разнонаправленная динамика уровней провос-
палительного цитокина IL-8 в группах больных 
с разными клиническими вариантами ОКС. 
В нашем исследовании, как и в ранее проведен-
ных работах [9], отмечена высокая концентрация 
IL-8 в активной фазе ОКС с элевацией ST.
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IL-8 известен как хемотаксический фактор 
Т-клеток и фактор, активирующий нейтрофилы. 
Относясь к группе хемокинов, IL-8 обеспечивает 
хемотаксис в зону воспаления различных типов 
клеток: нейтрофилов, моноцитов, эозинофилов 
и Т-клеток. [16]. Кроме того, IL-8 вызывает экс-
прессию молекул межклеточной адгезии и уси-
ливает прилипание нейтрофилов к эндотелиаль-
ным клеткам и субэндотелиальным матричным 
белкам. Это свидетельствует о его основной роли 
в опосредовании воспалительного ответа [24]. Та-
ким образом, значительное повышение уровня 
IL-8 в группе больных с ОКС с элевацией сегмен-
та ST на 10-е сутки от начала симптомов заболе-
вания может объясняться активностью клеток 
эндотелия сосудов. При анализе концентрации 
противовоспалительного IL-10 в обеих исследу-
емых группах больных с ОКС отмечалось одно-
направленное снижение концентрации данного 
цитокина к 10-м суткам от начала симптомов за-
болевания. Известно, что IL-10 является проти-
вовоспалительным цитокином, в отличие от IL-8, 
который, будучи мощным провоспалительным 
маркером, участвует в запуске механизмов, при-
водящих к дисфункции эндотелия [13]. Можно 
предположить, что снижение концентрации про-
воспалительных цитокинов IL-6 и IL-8 на 10-е 
сутки госпитализации является результатом воз-
действия IL-10. Концентрация IL-10 на 10-е сут-
ки достоверно снижалась вследствие уменьшения 
иммуновоспалительного ответа. Важно отметить, 
что роль IL-10 в развитии ОКС неоднозначна. 
По данным ряда исследований, IL-10 считается 
единственным цитокином, обладающим проти-
вовоспалительными свойствами, его дефицит 
может провоцировать непосредственное развитие 
ОКС, а повышенный уровень IL-10 обуславливает 
сниженный риск смерти или повторного ИМ [19, 
20, 22]. В то же время известно, что концентра-
ция в крови IL-10 у пациентов с ОКС достоверно 
выше по сравнению с группой здоровых людей. 
Кроме того, IL-10 повышает цитотоксическую 
активность макрофагов, способствует миграции 
в очаг воспаления нейтрофилов, усиливает вы-
работку колониестимулирующих факторов [26], 
а по другим данным [25] – подавляет функцию 
макрофагов и секрецию ими провоспалитель-
ного цитокина IL-6. Можно предположить, что 
по принципу обратной связи снижение уровня 
IL-6 на 10-е сутки от начала симптомов ОКС по-
влекло за собой достоверное снижение IL-10.

Анализ цитокинового статуса среди подгруп-
пы больных с ОКС с элевацией сегмента ST, ос-
ложненного острой сердечной недостаточно-
стью (СН), соответствующей Killip ≥ II, показал 
статистически значимо высокую концентрацию 

провоспалительного цитокина IL-8 на десятые 
сутки заболевания по отношению к показате-
лю в группе пациентов с Killip I, что может быть 
свидетельством более обширного повреждения 
в кардиомиоцитах, а значит, более длительного 
восстановительного периода в группе пациентов 
с Killip ≥ II. Кроме того, вне зависимости от клас-
са по Killip выявлено достоверное повышение 
уровня такого мощного провоспалительного ци-
токина, как TNFα к десятым суткам заболевания.

По данным предыдущих исследований, увели-
чение сывороточного уровня TNFα наблюдается 
при хронической СН и в большинстве случаев 
коррелирует с функциональным классом острой 
СН по Killip [17]. 

Таким образом, сравнительный анализ ди-
намики изменений уровня цитокинов в группах 
больных с различными клиническими вариан-
тами ОКС показал некоторые принципиальные 
различия. Несмотря на то, что TNFα считается 
ранним предиктором неблагоприятных осложне-
ний ОКС, в нашем исследовании мы наблюдали 
его повышение на фоне снижения концентрации 
других провоспалительных цитокинов. То есть 
можно говорить об участии этого цитокина в вос-
становлении эндотелиальной функции и реге-
неративных процессах в сосудах после развития 
острого коронарного события и своевременного 
проведения ЧКВ. Однако в отношении прогно-
за исхода заболевания у пациентов с ОКС с вы-
соким классом острой СН вопрос о роли TNFα 
остается открытым. 

Заключение
У пациентов с различными клиническими ва-

риантами ОКС динамика концентрации цитоки-
нов была в целом однонаправленной, о чем сви-
детельствует достоверное снижение уровня IL-6, 
IL-10 и увеличение концентрации TNFα. В груп-
пе пациентов с ОКС при элевации сегмента ST 
отмечено повышение концентрации IL-8 к 10-м 
суткам заболевания, в отличие от больных с ОКС 
без элевации сегмента ST, что может свидетель-
ствовать о разной силе воспалительного ответа. 
Независимо от клинического варианта ОКС, от-
мечалось достоверное повышение концентрации 
TNFα к 10-м суткам от начала симптомов ОКС, 
что, возможно, является проявлением интенси-
фикации воспалительного ответа в эти сроки за-
болевания. У пациентов c ОКС с элевацией сег-
мента ST наличие более высокого класса по Killip 
сопряжено с повышением уровня IL-8 на 10-е 
сутки заболевания, что подтверждает участие 
воспалительных процессов в развитии острой 
сердечной недостаточности.

Список литературы / References
1. Алекперов Э.З., Наджафов Р.Н. Современные концепции о роли воспаления при атеросклерозе // Карди-

ология, 2010. Т. 50, № 6. С. 88-91. [Alekperov E.Z., Nadzhafov R.N. Contemporary concepts of the role of inflammation 
in atherosclerosis. Kardiologiya = Cardiology, 2010, Vol. 50, no. 6, pp. 88-91. (In Russ.)]



39

Динамика цитокинов у больных с ОКС
Cytokine levels in acute CAD patients2016, Vol. 18,  1

2016, Т. 18, № 1

2. Воскобой В.И., Ребров В.И. Влияние антиагрегантов на концентрацию цитокинов плазмы крови у боль-
ных острым коронарным синдромом // Клиническая медицина, 2003. № 6. С. 23-28. [Voskoboy V.I., Rebrov A.P. 
Effects of antiaggregants on concentration of plasma cytokines in patients with acute coronary syndrome. Klinicheskaya 
meditsina = Clinical Medicine, 2003, no. 6, pp. 23-28. (In Russ.)]

3. Гайковая Л.Б., Кухарчик Г.А., Нестерова Н.Н., Вавилова Т.В., Бурбелло А.Т., Шабров А.В. Современные ла-
бораторные маркеры в определении прогноза при остром коронарном синдроме и мониторинге терапии // Вест-
ник аритмологии, 2010. № 58. С. 52-59. [Gaikova L.B., Kucharchyk G.A., Nesterova N.N., Vavilov T.V., Burbello A.T., 
Shabrov A.V. Contemporary laboratory markers in determining the prognosis of acute coronary syndrome and monitoring 
of treatment. Vestnik aritmologii = Bulletin of Arrhythmology, 2010, no. 58, pp. 52-59. (In Russ.)]

4. Демьянов А.В., Котов А.Ю., Симбирцев А.С. Диагностическая ценность исследования уровней цитоки-
нов в клинической практике // Цитокины и воспаление, 2003. Т. 2, № 3. С. 20-33. [Demyanov A.V., Kotov A.Yu.,  
Simbirtsev A.S. Diagnostic value of cytokine studies in clinical practice. Tsitokiny i vospalenie = Сytokines and Inflammation, 
2003. Vol. 2, no. 3, pp. 20-33. (In Russ.)]

5. Коган-Пономарев М.Л., Левицкий И.В., Двоскина И.М., Руда М.Я. Клинический пример мультифо-
кальной нестабильности при остром коронарном синдроме // Кардиология, 2003. Т. 43, № 4. С. 84-87. [Kogan-
Ponomarev M.Ya., Levitsky I.V., Dvoskina I.M., Ruda M.Ya. Clinical example of systemic character of instability in acute 
coronary syndrome. Kardiologiya= Cardiology, 2003, Vol. 43, no. 4, pp. 84-87. (In Russ.)]

6. Колопкова Т.А., Скворцов Ю.И., Ильин А.А., Кувшинова Л.Е. Фактор некроза опухоли: морфология, 
патофизиология, диагностическое значение // Паллиативная медицина и  реабилитация, 2007. № 2. С. 40-39. 
[Kolopkova T.A., Skvortsov Yu.I., Ilyin A.A., Kuvshinova LE. Tumor necrosis factor: morphology, pathophysiology, diagnostic 
value. Palliativnaya meditsina i reabilitatsiya = Palliative Medicine and Rehabilitation, 2007, no. 2, pp. 40-39. (In Russ.)]

7. Концевая А.В., Калинина А.М., Колтунов И.Е., Оганов Р.Г. Социально-экономический ущерб от острого 
коронарного синдрома в Российской Федерации // Рациональная фармакотерапия в кардиологии, 2011. № 7 (2). 
C. 158-166. [Kontsevaya A.V., Kalinina A.M., Koltunov I.E., Oganov R.G. Socio-economic damage by acute coronary 
syndrome in Russian Federation. Ratsionalnaya farmakoterapiya v kardiologii = Rational Pharmacotherapy in Cardiology, 
2011, no. 7 (2), pp. 158-166. (In Russ.)]

8. Кратнов А.Е., Хрусталев O.A., Ильин М.В. Дискуссионные вопросы патогенетической терапии острых ко-
ронарных синдромов // Российский кардиологический журнал, 2001. № 1. С. 57-65. [Kratnov A.E., Khrustalev O.A., 
Ilyin M.V. Controversial issues of pathogenetic treatment of acute coronary syndromes. Rossiyskiy kardiologicheskiy 
zhurnal = Russian Cardiology Journal, 2001, no. 1, pp. 57-65. (In Russ.)]

9. Мазуров В.И., Шальнев В.И. Значение хемокинового звена в течение острого коронарного синдрома // 
Вестник Санкт-Петербургской медицинской академии последипломного образования, 2010. Т. 2, № 4. С. 25-29. 
[Mazurov V.I., Shalnev V.I. The role of chemokine link in acute coronary syndrome setting. Vestnik Sankt-Peterburgskoy 
meditsinskoy akademii poslediplomnogo obrazovania = Bulletin of St. Petersburg Medical Academy of Postgraduate 
Education, 2010, Vol. 2, no. 4, pp. 25-29. (In Russ.)]

10. Мустафина О.Е., Тимашева Я.Р. Цитокины и  атеросклероз: молекулярные механизмы патогенеза // Мо-
лекулярная медицина, 2008. № 1. С. 56-64. [Mustafina O.E., Timasheva Ya.R. Cytokines and atherosclerosis: molecular 
mechanisms of pathogenesis. Molekulyarnaya meditsina = Molecular Medicine, 2008, no. 1, pp. 56-64. (In Russ.)]

11. Оганов Р.Г., Закирова Н.Э., Закирова А.Н. Иммуновоспалительные реакции при остром коронарном син-
дроме // Рациональная фармакотерапия в кардиологии, 2007. № 5. С. 15-19. [Oganov R.G., Zakirova N.E., Zakirova A.N., 
Salakhova G.M., Plotnikova M.R. Immuno-inflamatory responses in acute coronary syndrome. Ratsionalnaya farmakoterapiya 
v kardiologii = Rational Pharmacotherapy in Cardiology, 2007, no. 5, pp. 15-19. (In Russ.)]

12. Осипова О.А., Афанасьев Ю.И., Косарева И.Н. Содержание цитокинов в  крови у  больных сердечной 
недостаточностью при остром коронарном синдроме // Фундаментальные исследования, 2007. № 10. С. 67-68. 
[Osipova O.A. Afanasiev Yu.I., Kosareva I.N. The cytokines in the blood of patients with heart failure in acute coronary 
syndrome. Fundamentalnye issledovaniya = Fundamental Research, 2007, no. 10, pp. 67-68. (In Russ.)]

13. Покровская Е.В., Ваулин Н.А., Грацианский Н.А., Аверков О.В., Деев А.Д. Острый коронарный синдром 
без подъемов сегмента ST на ЭКГ: агрегация тромбоцитов и маркеры воспаления при раннем применении аторва-
статина и правастатина // Кардиология, 2003. № 1. С. 7-18. [Pokrovskaya E.V., Vaulin N.A., Gratsiansky N.A., Averkov 
O.V., Deev A.D. Markers of inflammation and platelet aggregation in patients with non ST elevation acute coronary 
syndrome treated with atorvastatin or pravastatin. Randomized comparative study. Kardiologiya = Cardiology, 2003, no. 1, 
pp. 7-18. (In Russ.)]

14. Ройт А. Основы иммунологии: (пер. с англ.). М.: Мир, 1991. 327 с. [Roit A. Basis of Immunology]. Мoscow: 
Mir, 1991. 327 p.

15. Сайгитов Р.Т. Глезер М.Г., Семенцов Д.П., Малыгина М.А. Особенности прогнозирования при остром 
коронарном синдроме у  мужчин и  женщин // Кардиоваскулярная терапия и  профилактика, 2006. № 1.  
С. 63-70. [Saygitov R.T., Glezer M.G., Sementsov  D.P., Malygina N.A. Gender-specific prognosis in acute coronary 
syndrome. Kardiovaskulyarnaya terapiya i profilaktika = Cardiovascular Therapy and Prevention, 2006, no. 1, pp. 63-70. 
(In Russ.)]

16. Сологуб Т.В., Романцов М.Г., Кремень Н.В., Александрова Л.М., Аникина О.В., Суханов Д.С., Ковален-
ко  А.Л., Петров А.Ю., Ледванов М.Ю., Стукова Н.Ю., Чеснокова Н.П., Бизенкова М.Н., Понукалина Е.В., Нев-
важай  Т.А. Свободнорадикальные процессы и  воспаление (патогенетические, клинические и  терапевтические 
аспекты). Учебное пособие для  врачей. М.: Академия Естествознания, 2008. 162 c. [Sologub T.V., Romantsov 
M.G., Kremen N.V., Aleksandrova L.M., Anikina O.V., Sukhanov D.S., Kovalenko A.L., Petrov A.Yu., Ledvanov M.Yu., 
Stukova N. Yu., Chesnokova N.P., Bizenkova M.N., Ponukalina E.V., Nevvazhay T.A. Free-radical processes and inflammation 
(pathogenic, clinical and therapeutic aspects). A manual for physicians]. Moscow: Academy of Natural Sciences, 2008. 
162 p. 

17. Чернова С.И., Плохов В.Н. Дисбаланс провоспалительных цитокинов у  больных ишемической бо-
лезнью сердца // Вестник Волгоградского государственного медицинского университета, 2010. № 1. С. 59-62. 
[Chernova  S.I., Plohov V.N. Imbalance of proinflammatory cytokines in patients with ischemic heart disease. Vestnik 



40

Berns S.A. et al.
Бернс С.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Volgogradskogo gosudarstvennogo meditsinskogo universiteta = Bulletin of Volgograd State Medical University, 2010, no. 1, 
pp. 59-62. (In Russ.)]

18. Шальнев В.И. Динамика содержания интерлейкина-6 в  плазме крови больных с  острым коронарным 
синдромом // Скорая медицинская помощь, 2011. № 1. С. 75-79. [Shalnev V.I. The dynamic changes of interleukin-6 
concentration in blood serum in acute coronary syndrome setting. Skoraya meditsinskaya pomosch = Emergency Medical 
Care, 2011, no. 1, pp. 75-79. (In Russ.)]

19. Шальнев В.И., Мазуров В.И. Регуляторные нарушения ИЛ-10 при остром коронарном синдро-
ме  // Вестник Санкт-Петербургской медицинской академии последипломного образования, 2010. Т. 2, № 4.  
С. 65-69. [Shalnev  V.I., Mazurov V.I. IL-10 regulatory disturbances in acute coronary syndrome. Vestnik Sankt-
Peterburgskoy meditsinskoy akademii poslediplomnogo obrazovania = Bulletin of St. Petersburg Medical Academy of 
Postgraduate Education, 2010, Vol. 2, no. 4, pp. 65-69. (In Russ.)]

20. Шрейдер Е.В., Шахнович P.M., Казначеева Е.И., Босых Е.Г., Ткачев Г.А., Руда М.Я. Сравнительная динамика 
маркеров воспаления и NT-proBNP при различных вариантах лечения больных с острым коронарным синдромом // 
Кардиология, 2008. Т. 48, № 8. С. 20-27. [Shreider E.V., Shakhnovilch R.M., Kaznacheeva E.I., Bosykh E.G., Tkachev G.A., 
Ruda M.Ya. Comparative dynamics of markers of inflammation and NT-proBNP in different variants of treatment of patients 
with ACS. Kardiologiya = Cardiology, 2008, Vol. 48, no. 8, pp. 20-27. (In Russ.)]

21. Ammirati E., Cannistraci C.V., Cristell N.A., Vecchio V., Palini A.G., Tornvall P., Paganoni A.M., 
Miendlarzewska E.A., Sangalli L.M., Monello A., Pernow J., Björnstedt Bennermo M., Marenzi G., Hu D., Uren N.G., 
Cianflone D., Ravasi T., Manfredi A.A., Maseri A. Identification and predictive value of interleukin-6+ interleukin-10+ and 
interleukin-6− interleukin-10+ cytokine patterns in ST-elevation acute myocardial infarction. Circulation Research, 2012, 
Vol. 111, pp. 1336-1348.

22. George J., Schwartzenberg S., Medvedovsky D., Jonas M., Charach G., Afek A., Shamiss A. Regulatory T cells and 
IL-10 levels are reduced in patients with vulnerable coronary plaques. Atherosclerosis, 2012, Vol. 222, no. 2, pp. 519-523. 

23. Garin G., Abe J., Mohan A., Lu W., Yan C., Newby A.C., Rhaman A., Berk B.C. Flow antagonizes TNF-α signaling 
in endothelial cells by inhibiting caspase-dependent PKC processing. Circ. Res., 2007, Vol. 101, pp. 10-12.

24. James T. Willerson, Edward T.H. Yeh, Emerson C. Perin.Cytokine profile and ST-elevation myocardial infarction. 
Circ. Res., 2012, Vol. 111, pp. 1256-1257.

25. Mallat Z., Besnard S., Duriez M., Deleuze V., Emmanuel F., Bureau M.F., Soubrier F., Esposito B., Duez H., 
Fievet C., Staels B., Duverger N., Scherman D., Tedgui A. Protective role of interleukin-10 in atherosclerosis. Circ. Res., 
1999, Vol. 85, pp. 17-24.

26. Moore K.W., Garra A., de Waal Malefyt R., Vieira P., Mosmann T.R. Interleukin-10. Annu. Rev. Immunology., 
1993, Vol. 11, pp. 165-190.

27. Turpie A.G.G. Burden of disease: medical and economic impact of acute coronary syndromes. Am. J. Manag. 
Care, 2006, Vol. 12, pp. 430-434.

Авторы:

Бернс С.А. – д.м.н., профессор, ведущий научный 
сотрудник отдела мультифокального атеросклероза, 
Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение научно исследовательский институт 
«Комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний», г. Кемерово, Россия 

Киприна Е.С. – к.б.н., старший научный сотрудник 
отдела экспериментальной и клинической кардиологии, 
Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение научно исследовательский институт 
«Комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний», г. Кемерово, Россия 

Шмидт Е.А. – к.м.н., старший научный сотрудник 
отдела мультифокального атеросклероза, Федеральное 
государственное бюджетное научное учреждение 
научно исследовательский институт «Комплексных 
проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия 

Веремеев А.В. – к.м.н., ведущий научный сотрудник 
отдела экспериментальной и клинической кардиологии, 
Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение научно исследовательский институт 
«Комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний», г. Кемерово, Россия 

Барбараш О.Л. –  д.м.н., профессор, директор, 
Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение научно исследовательский институт 
«Комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний», г. Кемерово, Россия 

Authors:

Berns S.A., PhD, MD (Medicine), Professor, Leading 
Research Associate, Department of Multifocal Atherosclerosis, 
Federal State Budgetary Institution Research Institute for 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, 
Russian Federation 

Kiprina E.S., PhD (Biology), Senior Research Associate, 
Department of Experimental and Clinical Cardiology, Federal 
State Budgetary Institution Research Institute for Complex 
Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian 
Federation  

Shmidt E.A., PhD (Medicine), Senior Research Associate, 
Department of multifocal atherosclerosis, Federal State 
Budgetary Institution Research Institute for Complex Issues of 
Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation 
 

Veremeev A.V., PhD (Medicine), Leading Research Associate, 
Department of Experimental and Clinical Cardiology, Federal 
State Budgetary Institution Research Institute for Complex 
Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian 
Federation  

Barbarash O.L., PhD, MD (Medicine), Professor, Director, 
Federal State Budgetary Institution Research Institute for 
Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, 
Russian Federation

Поступила 03.12.2014 
Принята к печати 04.12.2014

Received 03.12.2014 
Accepted 04.12.2014



41

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2016, Т. 18, № 1, стр. 41-50
© 2016, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2016, Vol. 18,  1, pp. 41-50
© 2016, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:

Поленок Елена Геннадьевна
ФГБУН «Институт экологии человека» СО РАН
650065, Россия, г. Кемерово, пр. Ленинградский, 10.
Тел./факс: 8 (3842) 57-50-79.
E-mail: egpolenok@mail.ru

Address for correspondence:

Polenok Elena G.
Institute of Human Ecology Siberian Branch of Russian 
Academy of Sciences
650065, Russian Federation, Kemerovo, Leningradskiy av., 10.
Phone: 7 (3842) 57-50-79.
E-mail: egpolenok@mail.ru

Образец цитирования: 

А.Н. Глушков, Е.Г. Поленок, Л.А. Гордеева, С.А. Мун, 
В.А. Титов, М.В. Костянко, И.А. Вафин, С.Е. Рагожина, 
«Антитела против бензо[а]пирена и полиморфизм 
CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1, GSTM1 у здоровых муж 
чин и больных раком легкого» // Медицинская иммунология, 
2016. Т. 18, № 1. С. 41-50.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-1-41-50

© Глушков А.Н. и соавт., 2016

For citation: 

A.N. Glushkov, E.G. Polenok, L.A. Gordeeva, S.A. Mun,  
V.A. Titov, M.V. Kostyanko, I.A. Vafin, S.E. Ragozhina, 
“Antibodies to benzo[a]pyrene and polymorphisms of CYP1A1*2A, 
CYP1A2*1F, GSTT1, and GSTM1 genes in healthy men and lung 
cancer patients”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2016, Vol. 18, no. 1, pp. 41-50.  
doi: 10.15789/1563-0625-2016-1-41-50

DOI: http://dx.doi.org/10.15789/1563-0625-2016-1-41-50

АНТИТЕЛА ПРОТИВ БЕНЗО[А]ПИРЕНА И ПОЛИМОРФИЗМ 
CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1, GSTM1 У ЗДОРОВЫХ 
МУЖЧИН И БОЛЬНЫХ РАКОМ ЛЕГКОГО
Глушков А.Н.1, 3, Поленок Е.Г.1, Гордеева Л.А.1, Мун С.А.1, 
Титов В.А.2, Костянко М.В.3, Вафин И.А.4, Рагожина С.Е.4 
1 ФГБУН «Институт экологии человека» СО РАН, г. Кемерово, Россия  
2 ГБУЗ КО «Областной клинический онкологический диспансер», г. Кемерово, Россия  
3 ФГБОУ ВПО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия  
4 ГКУЗ КО «Кемеровский областной центр крови», г. Кемерово, Россия

Резюме. Известно, что генетический полиморфизм ферментов биотрансформации низкомоле-
кулярных ксенобиотиков CYP, GST является одним из эндогенных факторов канцерогенеза. Вместе 
с тем взаимосвязи между активностью ферментов биотрансформации, количеством канцерогенных 
аддуктов и образованием антиканцерогенных антител у человека, в том числе при онкологических 
заболеваниях, до сих пор остаются мало изученными. 

Цель исследования – выявить возможные ассоциации образования антител против бензо[а]пи-
рена с генетическими полиморфизмами CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1, GSTM1 у здоровых мужчин 
и больных раком легкого.

Были обследованы 203 мужчины с немелкоклеточной формой рака легкого и 267 условно здоровых 
доноров без патологии органов дыхания. Иммуноанализ антител к бензо[a]пирену был выполнен с по-
мощью твердофазного неконкурентного иммуноферментного анализа. Типирование полиморфных 
локусов CYP1A1 (rs4646903), CYP1A2 (rs762551), GSTP1 (rs1695, rs1138272) проводили методом Real-time 
ПЦР с использованием технологии конкурирующих TaqMan-зондов, генов GSTM1(del), GSTT1(del) 
методом мультиплексной ПЦР с флуоресцентной детекцией продуктов в режиме Real-time. 

У больных раком легкого доля случаев с высоким уровнем IgG антител к бензо[a]пирену у носите-
лей GSTT1«+» и GSTM1«+» в сочетании с аллелем С CYP1A2*1F была статистически значимо больше, 
чем у гомозигот АА CYP1A2*1F. У носителей аллеля С CYP1A2*1F в сочетании с GSTT1«+» и GSTM1«+» 
при высоких уровнях IgG антител к бензо[a]пирену риск рака легкого возрастал до 5.5. У здоровых 
мужчин – носителей отдельных генотипов CYP1A1*2А, CYP1A2*1F, GSTT1 и GSTM1 разницы в часто-
те встречаемости низких и высоких уровней IgG антител к бензо[a]пирену не выявлено. 

Впервые обнаружены взаимосвязи специфической иммунной реакции на химические канцероге-
ны окружающей среды с полиморфизмом генов ферментов биотрансформации низкомолекулярных 
ксенобиотиков у больных раком легкого. Показана высокая информативность иммуноанализа IgG 
антител к бензо[a]пирену в сочетании с молекулярно-генетическим анализом CYP1 и GST для опре-
деления риска рака легкого.

Ключевые слова: антитела, бензо[a]пирен, полиморфизмы генов, канцерогенез, рак легкого
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ANTIBODIES TO BENZO[A]PYRENE AND POLYMORPHISMS 
OF CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1, AND GSTM1 GENES IN 
HEALTHY MEN AND LUNG CANCER PATIENTS
Glushkov A.N.a, c, Polenok E.G.a, Gordeeva L.A.a, Mun S.A.a, Titov V.A.b, 
Kostyanko M.V.c, Vafin I.A.d, Ragozhina S.E.d
a Institute of Human Ecology Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, Kemerovo, Russian Federation  
b Regional Clinical Oncology Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
c Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation  
d Regional Blood Bank, Kemerovo, Russian Federation 

Abstract. Some genetic polymorphisms of CYP and GST enzymes metabolizing low-molecular weight 
xenobiotics may represent endogenous risk factors for carcinogenesis. However, possible relationships 
between the enzyme activities, amounts of carcinogen adducts and synthesis of anticarcinogen antibodies in 
humans (including cancer patients) are still poorly studied. The purpose of this study was to identify possible 
associations between occurrence of antibodies against benzo[a]pyrene, and frequency of genetic polymorphisms 
of CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1, GSTM1 in healthy men and in lung cancer patients. Materials and 
methods. We have examined 203 men with non-small cell lung cancer and 267 apparently healthy donors 
without respiratory diseases. A non-competitive solid phase immunoassay of antibodies to benzo[a]pyrene was 
performed. Analysis of polymorphic loci within CYP1A1 (rs4646903), CYP1A2 (rs762551), GSTP1 (rs1695, 
rs1138272) was performed by means of real-time PCR using TaqMan technology. Null-alleles of GSTM1 
(del), GSTT1 (del) genes were detected by multiplex PCR with real-time fluorescent assay. Results. Among 
the lung cancer patients, the proportion of cases with a high level of IgG antibodies to benzo[a]pyrene in 
carriers of GSTT1+ and GSTM1+ in conjunction with the CYP1A2*1F C allele was significantly greater than 
in AA homozygotes CYP1A2*1F. The risk of lung cancer was increased to 5.5 in carriers of CYP1A2*1F C allele 
combined with GSTT1+ and GSTM1+ at high levels of IgG antibodies to benzo [a] pyrene. In healthy male 
donors, we have not found differences between the incidence of low and high levels of IgG anti-benzo[a]pyrene 
antibodies in the carriers of certain CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1 and GSTM1 genotypes. Conclusions. We 
have first reported a relationship between CYP1 and GST gene polymorphisms and specific immune response to 
chemical carcinogens in lung cancer patients. Immunoassays of IgG antibodies to benzo[a]pyrene combined 
with molecular biology studies of CYP1 and GST are recommended for the cancer risk assessment.

Keywords: antibodies, benzo[a]pyrene, genes polymorphisms, carcinogenesis, lung cancer

Введение
В многочисленных экспериментах in vivo по-

казано, что иммунизация животных коньюгата-
ми химических канцерогенов с белком приво-
дит к образованию антител (АТ), специфичных 
к этим канцерогенам, угнетению транспорта 
канцерогенов из окружающей среды в кровь, 
перераспределению канцерогенов по органам 
и тканям организма, а также к торможению воз-
никновения и роста химически индуцирован-
ных опухолей [11, 13, 15, 16, 19, 24, 25, 29, 33, 34, 
36, 39, 40]. В модельных экспериментах in vitro 
специ фические АТ модулировали транспорт кан-
церогенов (КГ) через полупроницаемые мембра-
ны и монослой эпителиальных клеток, а также 
образование их метаболитов в клетках [14, 35]. 
Обнаруженные защитные эффекты АТ против 
химических КГ послужили для авторов этих ра-

бот обоснованием новой стратегии иммунопро-
филактики рака у человека.

Однако развитие этого направления иссле-
дований ограничено недостаточностью знаний 
о механизмах образования АТ против канцероге-
нов окружающей среды в естественных условиях 
и их влияния на возникновение злокачественных 
опухолей у человека.

Предполагается, что иммунная и биохимиче-
ская система адаптации организма к низкомо-
лекулярным ксенобиотикам филогенетически 
и функционально взаимосвязаны. Под действием 
ферментов биотрансформации нативные канце-
рогены превращаются в реактивные метаболиты, 
которые образуют аддукты с макромолекулами 
организма и становятся таким образом гаптена-
ми. В ответ на это образуются специфические АТ, 
которые способствуют элиминации канцероге-
нов, их метаболитов и аддуктов и тем самым осу-
ществляют защитные функции [8]. 
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Считается, что генетический полиморфизм 
ферментов биотрансформации низкомолеку-
лярных ксенобиотиков CYP, GST является одним 
из эндогенных факторов канцерогенеза [1, 2, 21, 
28, 30, 37, 38, 41]. Аддукты метаболитов канце-
рогенов с ДНК и белками, а также специфичные 
к ним АТ действительно обнаружены у людей, 
подвергающихся интенсивному канцерогенному 
воздействию [4, 5, 7, 9, 17, 20, 22, 23, 26, 27, 31, 
32, 42, 43]. А у больных злокачественными опухо-
лями выявлено большее количество АТ к хими-
ческим канцерогенам, чем у здоровых [3, 12, 39]. 
Вместе с тем взаимосвязи между активностью 
ферментов биотрансформации, количеством 
канцерогенных аддуктов и образованием анти-
канцерогенных АТ у человека, в том числе при 
онкологических заболеваниях, до сих пор оста-
ются мало изученными.

Цель исследования – выявить возможные ас-
социации образования АТ против бензо[а]пи-
рена (БП) с генетическими полиморфизмами 
CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1, GSTM1 у здоро-
вых мужчин и больных раком легкого.

Материалы и методы
Нами были обследованы 470 мужчин. Из них – 

203 мужчины с диагнозом немелкоклеточный 
рак легкого (РЛ), которые поступили на лечение 
в Областной клинический онкологический дис-
пансер г. Кемерово. Диагноз РЛ в каждом случае 
был подтвержден морфологически, рентгеноло-
гически и эндоскопически. Среди них было 175 
курящих мужчин (86%) и 28 (14%) некурящих. 

В группу сравнения были включены 267 ус-
ловно здоровых мужчин с Кемеровского центра 
крови, не болеющие РЛ и другими заболевания-
ми дыхательных путей. Среди них было 122 (46%) 
курящих и 145 (54%) некурящих. Все обследуе-
мые мужчины были старше 40 лет. 

Забор периферической крови осуществлялся 
согласно этическим стандартам в соответствии 
с Хельсинской декларацией 2000 г. и «Правилами 

клинической практики в Российской Федера-
ции», утвержденными Приказом Минздрава РФ 
№ 266 от 19.06.2003 г. Все лица, участвовавшие 
в исследовании, дали информированное пись-
менное согласие на участие в нем.

Иммуноанализ АТ к БП проводили с помо-
щью неконкурентного иммуноферментного ана-
лиза в собственной модификации [4]. Конъюгаты 
БП-бычий сывороточный альбумин (БП-БСА) 
был синтезирован по описанной в работе [18] ме-
тодике. Уровни IgG АТ к БП выражали в относи-
тельных единицах и вычисляли по формуле: 

IgG-БП = (ODБП-БСА-ODБСА)/ODБСА ,
где ODБП-БСА – связывание АТ с конъюгатом 

БП-БСА, ODБСА – связывание с БСА. 
Генотипирование. Выделение ДНК из лимфо-

цитов периферической крови проводили с помо-
щью метода фенол-хлороформной экстракции 
с последующим осаждением этанолом, образцы 
ДНК хранили при -20 °C. 

Типирование полиморфных локусов CYP1A1 
(rs4646903), CYP1A2 (rs762551), GSTP1 (rs1695, 
rs1138272) проводили методом Real-time ПЦР 
с использованием технологии конкурирующих 
TaqMan-зондов. Реакции амплификации прово-
дили с помощью амплификатора CFX-96 (Bio-
Rad, США). Каждый образец амплифицировался 
с использованием пары специфических прайме-
ров и двух зондов (табл. 1), несущих «гаситель» 
на 3’-конце и флуоресцентных красителей (FAM 
и R6G) на 5’-конце. Результаты интерпретиро-
вали исходя из анализа графиков накопления 
флуоресценции. Общий объем реакционной 
смеси составлял 25 мкл, смесь содержала 40-100 
нг ДНК; 300 нМ каждого праймера; по 100-200 
нМ Taqman-зондов, коньюгированных с FAM 
или R6G; 200 мкМ-ные dNTP, амплификацион-
ный буфер, термостабильную Taq-полимеразу – 
0.5 ед.акт./реакц.

Типирование генов GSTM1(del), GSTT1(del) 
проводили методом Real-time ПЦР с интерка-
лирующим флуоресцентным красителем SYBR 
Green I и анализом кривых плавления. Детальное 

ТАБЛИЦА 1.  ПРАЙМЕРЫ И ЗОНДЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НУКЛЕОТИДНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПОЛИМОРФИЗМА 
ГЕНОВ CYP1A1 (RS4646903), CYP1A2 (RS762551) И GSTP1 (RS1695, RS1138272)

Полиморфизм Праймеры Последовательность праймеров Последовательность зондов

CYP1A1 
(rs4646903)

прямой 5’-AGTGAGAAGGTGATTATCTTTGG-3’ 5’-FAM-TGAGACCATTGCCCGCTG-BHQ-3’

обратный 5’-AGCAGGATAGCCAGGAAGAG-3’ 5’-R6G-TGAGACCGTTGCCCGCTG-BHQ-3’   

CYP1A2 (rs762551)
прямой 5’-ATTCTGTGATGCTCAAAGGGTG-3’ 5’-FAM-CTGTGGGCACAGGACGCA-BHQ-3’    

обратный 5’-AAGGAGGGACTAGGCTGAGG-3’ 5’-R6G-CTGTGGGCCCAGGACGC-BHQ-3’

GSTP1
(rs1695)

прямой 5’-GATGCTCACATAGTTGGTGTAG-3’ 5’-FAM-CTGCAAATACАTCTCCCTCAT-BHQ-3’

обратный 5’-GGTGGACATGGTGAATGAC-3’ 5’-R6G-CTGCAAATACGTCTCCCTCAT-BHQ-3’

GSTP1
(rs1138272)

прямой 5’-GGAGCAAGCAGAGGAGAATC-3’  5’-FAM-CCTTGCCCGCCTCCTGC-BHQ-3’

обратный 5’-CAGCAGGGTCTCAAAAGGC-3’ 5’-R6G-CTTGCCCACCTCCTGC-BHQ-3’
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описание структуры олигонуклеотидных прай-
меров и методики генотипирования приведено 
в работе [6]. Отсутствие флуоресцентного сиг-
нала указывало на гомозиготность индивидуума 
по делеции генов GSTM1 и GSTT1 – «0/0». Гете-
розиготы по мутации (генотип «+/0») рассматри-
вались в одной группе с носителями нормальных 
генов («+»).

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием ППП STATISTICA 6.0 
(StatSoft Inc., USA). Характер распределения 
показателей определили с помощью крите-
рия Шапиро–Уилка, для оценки непараметри-
ческих признаков использовали U-критерий 
Манна–Уитни при уровне значимости p < 0,05 
и непараметрический критерий χ2 с поправкой 
Йетса на непрерывность вариации. Риски воз-
никновения РЛ оценивали на основании пока-
зателя отношения шансов (ОR) с доверительным 
интервалом (CI) при 95% уровне значимости. 
Для выявления пороговых значений уровней АТ 
был проведен ROC-анализ [44]. 

Результаты
Средний уровень IgG-БП у больных РЛ 

(Me±SD = 5,9±4,9) оказался выше, чем у здо-
ровых мужчин (4,0±3,5) в 1,5 раза (p = 0,00001). 
С помощью ROC-анализа определили погранич-
ное значение уровней IgG-БП, по которым здо-
ровые мужчины и больные РЛ имели наиболее 
значимые различия. Выяснилось, что повышен-
ные значения уровней IgG-БП (> 5) у здоровых 
мужчин имели место в 38,2% случаев, а у боль-
ных РЛ в 58,1% (χ2 = 17,6, p = 0,0006). При этом 
рассчитанное значение риска РЛ (OR) составило 
2,2 с 95% доверительным интервалом (CI), рав-
ном 1,5-3,3. Соответственно, при низких уровнях 
IgG-БП (≤ 5) OR был равен 0,4 (0,3-0,7). Не об-
наружили никакой разницы по этому показате-

лю между курящими и некурящими мужчинами 
в обеих сравниваемых группах.

При исследовании полиморфизмов 
CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1 и GSTM1 (табл. 2) 
не обнаружили статистически значимой разни-
цы в частоте встречаемости отдельных генотипов 
между сравниваемыми группами.

Рассчитали риски РЛ при низких и высоких 
уровнях IgG-БП у носителей отдельных гено-
типов указанных CYP и GST (табл. 3). Наиболее 
значимые различия между здоровыми мужчина-
ми и больными РЛ (p = 0,002-0,0005) обнаруже-
ны у носителей следующих генотипов: гомози-
гот ТТ CYP1A1*2A; гетерозигот СА CYP1A2*1F; 
GSTT1«+»; GSTM1«+», а также при одновремен-
ном носительстве GSTT1«+» и GSTM1«+». В этих 
случаях высокие значения уровней IgG-БП ас-
социированы с высокими значениями рисков 
РЛ (2,2-3,6), и наоборот, у носителей указанных 
генотипов с низкими уровнями IgG-БП OR сни-
жались до 0,3-0,5.

В группе здоровых мужчин между носителями 
отдельных генотипов не было значимой разницы 
по частоте встречаемости низких и высоких уров-
ней IgG-БП. У больных РЛ при наличии аллеля 
С гена CYP1A2*1F (СА+СС) высокие значения 
уровня IgG-БП выявлялись чаще, чем у гомози-
гот АА (66% против 50%, χ2 = 4,7, p = 0,03). 

Частота обнаружения низких и высоких уров-
ней IgG-БП у здоровых мужчин – носителей раз-
личных сочетаний полиморфизмов CYP и GST 
была одинаковой, равно как и при сочетании 
генотипов CYP1A1*2A с GSTT1 и GSTM1 у боль-
ных РЛ (данные не представлены). В то же вре-
мя сравнение носителей отдельных генотипов 
CYP1A2*1F в сочетании с GSTT1 и GSTM1 у боль-
ных РЛ показано следующее (табл. 4).

У гомозигот АА CYP1A2*1F в сочетании 
с GSTT1«+» и GSTM1«+» по отдельности и вместе 

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ОТДЕЛЬНЫХ ГЕНОТИПОВ CYP1 И GST У ЗДОРОВЫХ МУЖЧИН И БОЛЬНЫХ 
РАКОМ ЛЕГКОГО

Полиморфизм Генотип Здоровые
(N = 267)

Больные РЛ
(N = 203)

CYP1A1*2A (rs4646903)
TT 250 (93,6%) 184 (90,6%)
CC 1 (0,4%) 0
TC 16 (6,0%) 19 (9,4%)

CYP1A2*1F 
(rs762551)

CC 33 (12,3%) 15 (7,4%)
AA 116 (43,4%) 100 (49,3%)
CA 118 (44,2%) 88 (43,3%)

GSTM1 (del)
«0/0» 125 (46,8%) 90 (44,3%)
«+» 142 (53,2%) 113 (55,7%)

GSTT1 (del)
«0/0» 54 (20,2%) 49 (24,1%)
«+» 213 (79,8%) 154 (75,9%)
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(GSTT1«+»/GSTM1«+»), высокие уровни IgG-БП 
выявлялись значительно реже (p = 0,02-0,003), 
чем у носителей аллеля С (СА и СА+СС) в тех 
же сочетаниях с GSTT1«+» и GSTM1«+». 

Между здоровыми мужчинами и больны-
ми РЛ – гомозиготами АА CYP1A2*1F в соче-
тании с GSTT1«+» и GSTM1«+» не было значи-
мой разницы по частоте обнаружения низких 
и высоких уровней IgG-БП и поэтому риски РЛ 
не были выявлены. У больных РЛ – носителей 
аллеля С CYP1A2*1F в сочетании с GSTT1«+» 
и GSTM1«+» низкие уровни IgG-БП обнаружи-
вали реже, чем у здоровых с такими же сочетани-
ями генотипов. При этом OR снижались до 0,2-
0,3. Риски РЛ возрастали до 3,0-5,5 у носителей 

аллеля С в сочетании с GSTT1«+» и GSTM1«+», 
если при этом уровни IgG-БП были высокими.

Частота обнаружения высоких уровней IgG-
БП у больных РЛ – носителей аллеля С CYP1A2*1F 
в сочетании с GSTM1«+» была выше, чем у боль-
ных РЛ – носителей того же аллеля в сочетании 
с GSTM1«0/0» (75,8% против 51,2%, χ2 = 5,6, 
p = 0,02). При этом OR достигал 4,7 в сравне-
нии со здоровыми людьми. А у носителей аллеля 
С CYP1A2*1F в сочетании с GSTM1«+» и низкими 
уровнями IgG-БП OR снижался до 0,2. Частота 
обнаружения высоких и низких уровней IgG-БП 
у здоровых и больных РЛ – носителей аллеля С в 
сочетании с GSTM1«0/0» была одинаковой и OR 
не изменялся.

ТАБЛИЦА 3. РИСКИ (OR) РАКА ЛЕГКОГО (РЛ) ПРИ НИЗКИХ (≤ 5) И ВЫСОКИХ (> 5) УРОВНЯХ АНТИТЕЛ К БЕНЗО[A]
ПИРЕНУ (IgG-БП) У НОСИТЕЛЕЙ ОТДЕЛЬНЫХ ГЕНОТИПОВ CYP1A1*2A, CYP1A2*1F, GSTT1(del), GSTM1(del)

Генотипы Уровни
IgG-БП 

Здоровые
(N = 267)

Больные 
РЛ

(N = 203) χ2, (р) OR (95%CI)

n/% n/%

CYP1A1*2А

TT ≤ 5
> 5

152/60,8
98/39,2

76/41,3
108/58,7 15,4 (0,0007) 0,5 (0,3-0,7)

2,2 (1,5-3,3)

TC ≤ 5
> 5

12/75,0
4/25,0

9/47,4
10/52,6 1,7 (0,2)

CYP1A2*1F

CC ≤ 5
> 5

19/57,6
14/42,4

7/46,7
8/53,3 0,2 (0,7)

АА ≤ 5
> 5

72/62,1
44/37,9

50/50,0
50/50,0* 2,7 (0,09)

CA ≤ 5
> 5

74/62,7
44/37,3

28/31,8
60/68,2 18,0 (0,0005) 0,3 (0,1-0,5)

3,6 (1,9-6,8)

CA+CC ≤ 5
> 5

93/61,6
58/38,4

35/34,0
68/66,0* 17,6 (0,0006) 0,3 (0,2-0,6)

3,1 (1,8-5,4)

GSTT1

«+» ≤ 5
> 5

129/60,6
84/39,4

65/42,2
89/57,8 11,3 (0,002) 0,5 (0,3-0,7)

2,1 (1,4-3,3)

«0/0» ≤ 5
> 5

36/66,7
18/33,3

20/40,8
29/59,2 5,9 (0,02) 0,3 (0,1-0,8)

2,9 (1,2-7,0)

GSTM1

«+» ≤ 5
> 5

88/62,0
54/38,0

42/37,2
71/62,8 14,5 (0,0008) 0,4 (0,2-0,6)

2,8 (1,6-4,7)

«0/0» ≤ 5
> 5

77/61,6
48/38,4

43/47,8
47/52,2 3,5 (0,06)

GSTT1 «+»/
GSTM1 «+»

≤ 5
> 5

72/61,5
45/38,5

32/37,2
54/62,8 10,8 (0,002) 0,4 (0,2-0,7)

2,7 (1,5-5,0)

GSTT1«0/0»/
GSTM1«0/0»

≤ 5
> 5

20/68,9
9/31,1

10/45,5
12/54,5 1,9 (0,2)

Примечание.* – различия между больными РЛ-носителями генотипов CYP1A2*1F AA и (CА+CC), χ2 = 4,7 (р = 0,03).
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Обсуждение 
Большинством исследователей обнаружено 

повышение содержания АТ, специфичных к ад-
дуктам БП-диолэпоксид-ДНК в сыворотке крови 
людей, подвергающихся воздействию полици-
клических ароматических углеводородов в быту, 
на производстве или при лечении псориаза ка-
менноугольной смолой [10, 17, 20, 31, 32]. При 
этом не удавалось выявить АТ, специфичных к ад-
дуктам БП-диолэпоксид-белок [20, 32], хотя об-
разование таких аддуктов с гемоглобином и аль-
бумином у человека доказано [22, 23, 30, 31, 32]. 
Высокие уровни АТ к аддуктам БП-диолэпоксид-
ДНК обнаружены у членов семей, в которых были 
больные РЛ и хронической обструктивной болез-
нью легких [27]. Концентрация АТ, специфичных 

к нативному БП, была повышена у рабочих в ус-
ловиях воздействия БП [4, 5, 7], а также у больных 
раком молочной железы и РЛ [3, 12, 39]. 

В настоящем исследовании высокие уровни 
IgG-БП обнаружены в 38,2% случаев у здоровых 
мужчин и в 58,1% у больных РЛ. Рассчитанное 
значение OR составило 2,2. Этот показатель не-
много выше, чем ранее выявленный (1,3) при 
анализе АТ к аддуктам БП-диолэпоксид-ДНК 
[27]. Особый интерес представляет отсутствие 
различий в образовании IgG-БП между курящи-
ми и некурящими здоровыми и больными РЛ. 
Это свидетельствует об определяющем значении 
эндогенных факторов в регуляции специфиче-
ского иммунного ответа на химические канцеро-
гены окружающей среды.

ТАБЛИЦА 4. ЧАСТОТА ОБНАРУЖЕНИЯ (%) НИЗКИХ (≤ 5) И ВЫСОКИХ (> 5) УРОВНЕЙ АНТИТЕЛ К БЕНЗО[A]ПИРЕНУ 
(IgG-БП) У БОЛЬНЫХ РАКОМ ЛЕГКОГО – НОСИТЕЛЕЙ ОТДЕЛЬНЫХ СОЧЕТАНИЙ ГЕНОТИПОВ CYP1A2*1F, GSTT1(del) 
И GSTM1(del) 

Генотипы 
CYP1A2*1F Генотипы GST

Уровни IgG-БП 
у больных РЛ

χ2, (р)

Уровни IgG-БП 

≤ 5 > 5 ≤ 5 > 5

n/% n/% OR OR

1 АА GSTT1 «+» 40/51,3 38/48,7 5,6
(0,02) – –

СА GSTT1 «+» 20/30,3 46/69,7 0,3 3,6

2 AA GSTT1 «+» 40/51,3 38/48,7 4,6
(0,03) – –

СА+СС GSTT1 «+» 25/32,9 51/67,1 0,3 3,0

3 АА GSTM1 «+» 27/52,9 24/47,1 7,3
(0,008) – –

CA GSTM1 «+» 14/25,5 41/74,5 0,2 4,2

4 АА GSTM1 «+» 27/52,9 24/47,1 8,7
(0,004) – –

CA+CC GSTM1 «+» 15/24,2 47/75,8 0,2 4,7

5 АА GSTT1 «+»/
GSTM1 «+» 23/54,8 19/45,2 7,2

(0,008) – –

CA GSTT1 «+»/
GSTM1 «+» 9/23,1 30/76,9 0,2 7

6 AA GSTT1 «+»/
GSTM1 «+» 23/54,8 19/45,2 9,4

(0,003) – –

СА+СС GSTT1 «+»/
GSTM1 «+» 9/20,5 35/79,5 0,2 4,5

7 СА+СС GSTM1 «+» 15/24,2 47/75,8 5,6
(0,02) 0,2 4,7

СА+СС GSTM1 «0» 20/48,8 21/51,2 – –

Примечание. Значения OR для указанных сочетаний генотипов CYP1A2*1F и GST при низких и высоких уровнях IgG-БП 
рассчитаны в сравнении со здоровыми мужчинами; прочерк означает отсутствие разницы между здоровыми и больными – 
носителями указанных сочетаний генотипов по частоте обнаружения низких и высоких уровней IgG-БП.
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Результаты многочисленных исследований 
полиморфизма генов биотрансформации ксено-
биотиков остаются противоречивыми, одним ав-
торам удается обнаружить ассоциации с риском 
РЛ, другие отрицают такие связи [1, 2, 21, 28, 37, 
41, 42]. В нашей работе также не выявлены раз-
личия между здоровыми донорами и больными 
РЛ по частоте встречаемости отдельных аллелей 
и генотипов CYP1A1*2А (rs4646903), CYP1A2*1F 
(rs762551), GSTT1(del) и GSTM1(del).

До сих пор оставался открытым вопрос 
о взаимо связи образования АТ против хими-
ческих канцерогенов окружающей среды и ак-
тивностью ферментов их биотрансформации. 
С одной стороны, обнаружена высокозначимая 
корреляция между активностью микросомальной 
арил-гидрокарбонгидроксилазы и уровнем аддук-
тов БП-диолэпоксид-ДНК в легочной паренхиме 
у больных РЛ [9], а GSTM1«+» был ассоциирован 
с низкими уровнями таких аддуктов у курящих 
европеоидов [26, 42]. При этом в отдельных ра-
ботах ассоциации GSTM1 с ДНК и белковыми ад-
дуктами БП-диолэпоксида не выявлены [30, 32]. 
С другой стороны, отмечено одновременное по-
вышение количества ДНК аддуктов в лимфоци-
тах и специфичных к ним АТ в сыворотке крови 
людей при интенсивном воздействии БП [20, 32]. 
Поэтому образование АТ против химических кан-
церогенов в зависимости от активности фермен-
тов их биотрансформации весьма вероятно, коль 
скоро канцерогены в составе аддуктов представ-
ляют собой гаптены и потенциально способны 
индуцировать синтез специфических АТ.

Нам не удалось выявить разницы в частоте 
встречаемости низких и высоких уровней IgG-
БП в группе здоровых мужчин – носителей от-
дельных генотипов CYP1A1*2А, CYP1A2*1F, 
GSTT1 и GSTM1. В то же время у больных РЛ доля 
случаев с высоким уровнем IgG-БП у носителей 
GSTT1«+» и GSTM1«+» в сочетании с аллелем 
С CYP1A2*1F была статистически значимо боль-
ше, чем у гомозигот АА CYP1A2*1F. Кроме того, 
у больных РЛ с аллелем С частота обнаружения 
высоких уровней IgG-БП оказалась значительно 
выше при одновременном наличии GSTM1«+», 
по сравнению с GSTM1«0». Отсутствие подобных 
взаимосвязей у здоровых мужчин может оказать-
ся кажущимся и проявиться при анализе других 
полиморфных вариантов этих же генов, других 
генов биотрансформации ксенобиотиков и дру-
гих сочетаний генов.

У носителей аллеля С CYP1A2*1F в сочетании 
с GSTT1«+» и GSTM1«+» при повышенных уров-
нях IgG-БП риск РЛ возрастает до 5.5, т.е. в 2 раза 
больше, чем при анализе только IgG-БП без уче-
та генотипов CYP1 и GST.

Таким образом, впервые обнаружены взаимо-
связи специфической иммунной реакции на хи-
мические канцерогены окружающей среды 
с полиморфизмом генов ферментов биотранс-
формации низкомолекулярных ксенобиотиков 
у больных РЛ. Показана высокая информатив-
ность иммуно анализа IgG-БП в сочетании с мо-
лекулярно-генетическим анализом CYP1 и GST 
для определения риска РЛ.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
СИНТЕТИЧЕСКИХ ПЕПТИДОВ, КОПИРУЮЩИХ 
АКТУАЛЬНЫЕ АНТИГЕННЫЕ ДЕТЕРМИНАНТЫ ВИЧ
Коробова С.В.1, Корнилаева Г.В.2, Топорова В.А.3, Николаева И.А.1, 
Трубченинова Л.П.1, Трефильева Н.Ф.1, Сизякина Л.П.4, 
Сидорович И.Г.1, Апарин П.Г.1, Хаитов Р.М.1
1 ФГБУ «Государственный научный центр “Институт иммунологии”» ФМБА России, Москва, Россия  
2 ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. почетного 
академика Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ФГБУН «Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» РАН, 
Москва, Россия  
4 Научно-исследовательский институт иммунологии Ростовского государственного медицинского 
университета Министерства здравоохранения РФ, г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Разработка эффективной вакцины против ВИЧ/СПИД, способной остановить рас-
пространение вируса, по-прежнему остается важнейшей задачей в профилактике и терапии ВИЧ/
СПИД. Существует множество подходов по созданию кандидатных вакцинных препаратов, осно-
ванных на индукции как нейтрализующих антител, так и активации цитотоксических лимфоцитов. 
Одним из перспективных направлений является использование синтетических пептидов в качестве 
антигенов. Пептиды способны вызывать активацию как клеточного, так и гуморального звена им-
мунного ответа. Оболочечный белок gp120 ВИЧ1 содержит эпитопы для нейтрализующих антител. 
Область V3-петли ВИЧ1 необходима для связывания вируса с корецепторами клетки, кроме того, 
этот эпитоп индуцирует высокий иммунный ответ. В клинических испытаниях кандидатной вакци-
ны против ВИЧ/СПИД RV144 уровень вакцин-индуцированных антител к V1-/V2-региону обратно 
коррелировал с риском заражения ВИЧ. Отличительной особенностью ВИЧ является его высокая из-
менчивость. Использование консесусных последовательностей позволяет вызывать иммунный ответ 
широкой специфичности. Нами проведено исследование иммуногенных и биологических свойств 
синтетических пептидов, копирующих V1-, V2-, V3-петли оболочечного белка gp120 консенсусной 
последовательности вирусов группы М CON-S и последовательности V3-петлю российского изолята 
RUA022a2. Исследуемые пептиды специфически распознавались сыворотками ВИЧ-инфицированных 
людей в иммуноферментном анализе, что свидетельствует об их схожести с вирусным прототипом. 
Пептиды сами по себя являются слабыми иммуногенами, т.к. имеют низкую молекулярную массу. 
Поэтому для усиления иммунного ответа они вводились совместно с полным адъювантом Фрейн-



52

Korobova S.V. et al.
Коробова С.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

да. Иммунизация лабораторных животных вызывала образование антител на все пептиды, входящие 
в состав смеси, в основном IgG изотипа. Титр антител на каждый пептид зависел от его протяжен-
ности. Полученные в результате иммунизации антитела не обладали нейтрализующей активностью. 
Нейтрализующие свойства антител были изучены на модели псевдовирусной инфекции, используя 
молекулярные клоны вирусных изолятов CAP 45.2.00.G3 и QH.209.14.M.EnvA2. Нейтрализация ви-
руса – достаточно сложный процесс, на который влияет ряд факторов: количество антител (титр), 
изотип антител, строение самих антител. Возможно, для индукции нейтрализующих антител данной 
смесью пептидных антигенов необходимо провести подбор иммуноадъювантов и способов имму-
низации. Исследование биологической активности пептидов выявило, что они способны усиливать 
проникновение псевдовирусных частиц в клетку в модели in vitro. Исследование проводилось на мо-
лекулярных клонах вирусных изолятов CAP 45.2.00.G3, QH209.14M.ENV.A2, QD435.100M.ENV.E1. 
Данные вирусные изоляты относятся к разным субтипам ВИЧ1. 

Ключевые слова: ВИЧ, пептиды, вакцина, нейтрализующие антитела, усиление инфекции, мыши

IMMUNOLOGICAL CHARACTERISTIC OF SYNTHETIC 
PEPTIDES SIMILAR TO ACTUAL HIV ANTIGEN DETERMINANTS
Korobova S.V.a, Kornilaeva G.V.b, Toporova V.A.c, Nikolaeva I.A.a, 
Trubcheninova L.P.a, Trefilyeva N.F.a, Sizyakina L.P.d, Sidorovich I.G.a, 
Aparin P.G.a, Khaitov R.M.a
a Institute of Immunology, Federal Medico-Biological Agency, Moscow, Russian Federation  
b N.Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
Moscow, Russian Federation  
c M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
Russian Federation  
d Research Institute of Immunology, Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation 

Abstract. The development of HIV vaccine remains an important goal in prophylaxis and therapy of HIV/
AIDS epidemics. There are various approaches for development of а candidate vaccine based on induction 
of neutralizing antibodies and cell-mediated immunity. Synthetic peptides are considered promising vaccine 
antigens since they are capable of activating both humoral and cellular immune response. HIV-1 envelope gp120 
is the target for neutralizing antiviral antibodies. The V3 region of the HIV-1 gp120 is highly immunogenic and 
important for the virus-coreceptor interaction. In a RV144 vaccine trial, the levels of vaccine-induced IgG 
antibodies recognizing V1V2 regions from multiple HIV-1 subtypes show inverse correlations with a risk for 
HIV-1 infection. Meanwhile, HIV is characterized by high diversity. The consensus and mosaic immunogens 
are complete but artificial proteins, which are computationally designed to elicit immune responses with 
improved cross-reactive broadness. We have been studied immunogenic properties of synthetic peptides 
derived from V1, V2, V3 loop regions of the consensus M HIV1 (CON-S) sequence group of the gp 120 
envelope protein and V3 loop derived from a Russian RUA022a2 isolate. These peptides specifically reacted to  
HIV-positive sera in ELISA, thus indicating their similarity to appropriate HIV proteins. The peptides proved to 
be weakly immunogenic. Therefore, Freund complete adjuvant was used to enhance peptide immunogenicity. 
To assess the immunogenicity, the mice were immunized with a peptide mixture. Antibodies have been developed 
to every peptide from the mixture, being, predominantly, of IgG isotype. The antibody titers depended on the 
length of peptide sequences. However, the sera from immunized mice did not have a HIV neutralizing activity. 
The serum neutralization was assessed by pseudovirus-based assay, using a molecular clone of virus isolates CAP 
45.2.00.G3 and QH.209.14.M.EnvA2. The virus neutralization is a complex process and may be influenced by 
several factors, such as antibody titer, isotype, or antibody structure. Probably, to induce neutralizing antibodies 
by this peptide mixture, it is necessary to choose appropriate adjutants and immunization schedule. Moreover, 
it was shown that peptides could increase in vitro virus infectivity in pseudovirus-based model, using the CAP 
45.2.00.G3, QH209.14M.ENV.A2, QD435.100M.ENV.E1 molecular clone. These viral isolates belong to 
different HIV-1 subtypes.

Keywords: HIV, peptides, vaccine, neutralizing antibodies, mice, infection enhancement 
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Введение
Создание профилактической вакцины, спо-

собной вызывать защитный иммунный ответ 
против ВИЧ, является основной задачей с мо-
мента открытия ВИЧ. Иммунизация вакцинами 
на основе аттенуированных или инактивиро-
ванных патогенов вызывает, как правило, им-
мунный ответ схожий с образующимся в ходе 
естественной инфекции. Это классический спо-
соб получения вакцинных препаратов. В случае 
ВИЧ-инфекции ни тот, ни другой метод не мо-
жет быть использован из соображений безопас-
ности. Поэтому при разработке вакцин против 
ВИЧ/СПИД используются различные варианты 
представления вакцинных антигенов: синтети-
ческие пептиды, рекомбинатные белки, реком-
бинантные вирусные и бактериальные векторы 
и.т.п. 

Разработанные и испытанные к настояще-
му времени кандидатные вакцинные препараты 
против ВИЧ/СПИД не индуцировали защитный 
иммунный ответ у добровольцев, также были 
отмечены случаи увеличения числа инфициро-
ванных среди вакцинированных людей по срав-
нению с контрольными группами (получавших 
плацебо и неиммунизированных) (STEP trial) [2]. 
Исключением является клиническое испытание 
RV144, где была впервые показана возможность 
формирования протективного иммунного от-
вета кандидатными вакцинными препаратами. 
Эффективность вакцинации составила 31,9%. 
Вакцина, проходившая клиническое исследова-
ние в RV144, представляет собой комбинирован-
ный препарат, включающий в себя рекомбинат-
ный вирус Canarypox, кодирующий гены белков 
ВИЧ1 gag, pol, gp120, а также рекомбинатный 
белок gp120.

От выбора антигена и его последовательности 
зависит, будет ли вакцина индуцировать защит-
ный иммунный ответ широкой специфичности 
[6]. 

Считается, что превентивная вакцина должна 
вызывать образование нейтрализующих анти-
тел. Эти антитела, связываясь с вирусом, пре-
рывают его жизненный цикл на самом раннем 
этапе, не допуская интеграции вирусного гено-
ма с геномом клетки-мишени. Именно интегра-
ция является тем круциальным событием, после 
которого организм человека остается инфици-
рованным на всю жизнь. Вирусный геном, со-
храняясь в CD4+ клетках памяти и макрофагах, 
становится недоступным ни для специфической 
терапии, ни для иммунной системы [1]. Извест-

но, что нейтрализующие эпитопы расположены 
на оболочечном белке вируса gp120 и трансмем-
бранном gp41 [21]. 

Одним из таких эпитопов является т.н.  
V3-петля оболочечного белка gp120. Получен 
ряд моноклональных антител к этому участку, 
обладающих широкой нейтрализующей актив-
ностью (2G12, PGT121) [9, 16]. Другим при-
мером защитных свойств антител к V3-петле 
является эксперимент, в котором животным (ма-
каки) предварительно вводили моноклональ-
ное антитело против V3-петли HGN194, после 
чего заражали ВИЧ. Данные животные не раз-
вивали инфекцию. HGN194 было изолировано 
из В-клеток памяти ВИЧ-инфицированного 
нонпрогрессора [17]. 

В настоящее время большое внимание уде-
ляется так называемым не-нейтрализующим 
антителам. Эти антитела принимают участие 
в антитело-зависимой клеточной цитотксич-
ности (ADСС). Исследование корреляции 
между иммунным ответом и сниженным ри-
ском инфицирования у людей, участвующих 
в RV144, показало, что образовавшиеся в ре-
зультате иммунизации антитела способны 
к ADCC. Анализ специфичности антител по-
казал, что они направлены на V1/V2-регион 
gp120 [7,18, 20].

 Особенностью ВИЧ является высокая из-
менчивость. Базируясь на филогенетическом 
анализе, выделяют 9 субтипов (A-D, F-H, J,K), 
подсубтипы (A1-A4 и F1 и F2), а также множе-
ство циркулирующих (более 60) и уникальных 
рекомбинантных штаммов. Все они объеди-
нены в группу М [12]. Вирусы, входящие в эту 
группу, распространены по всему миру. На ос-
новании аминокислотных и нуклеотидных по-
следовательностей белков вирусов, входящих 
в эту группу, была получена консенсусная по-
следовательность CON-S [10]. Использование 
консенсусных последовательностей при кон-
струировании вакцинных антигенов позволяет 
вызывать иммунный ответ широкой специфич-
ности, против большинства циркулирующих 
штаммов. 

Основной задачей нашей работы было иссле-
дование иммуногенных и биологических свойств 
синтетических пептидов, копирующих актуаль-
ные антигенные детерминанты ВИЧ: V1-, V2-, 
V3-петлю оболочечного белка gp120 ВИЧ на ос-
нове консенсусной последовательности CON-S, 
а также V3-петлю на основе российского изолята 
RUA022a2.
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оболочечного белка gp 120 консенсусной по-
следовательности вирусов группы M DBX1 
и последовательности V3-петли российского 
изолята RUA022a2 были синтезированы НПФ 
«Верта». 

Постановка ИФА с сыворотками ВИЧ-инфи-
цированных людей

Синтетические пептиды сорбировали в кон-
центрации 10 мкг/мл на полистироловых план-
шетах («Greiner») в 0,05М карбонатно-би-
карбонатном буфере 18 часов при комнатной 
температуре. По окончании инкубации вносили 
сыворотки людей в разведении 1:10 в растворе 
для разведения (0,01 М фосфатно-солевом бу-
фере (0,45М NaCl) pH 7,2, содержащем 0,05% 
раствора Твин-20 (ФСБ-Т) и 0,02% бычьего сы-
вороточного альбумина) (ФСБ-АТ). Выдержи-
вали 60 мин при 37 °С. По окончании инкубации 
отмывали ФСБ-Т для удаления несвязавшихся 
антител. Далее вносили конъюгат пероксидазы 
хрена с антителами против γ-цепи иммуногло-
булина человека (Sigma) в рабочем разведении 
в растворе для разведения и выдерживали 60 мин 
при 37 °С. По окончании инкубации лунки от-
мывали, вносили субстратный буферный рас-
твор (ортофенилендиамин (ОФД) в цитратно-
фосфатном перборатном буферном растворе). 
Реакцию останавливали, внося в лунки 0,2M 
H2SO4. Оптическую плотность (ОП) определяли 
при длине волны 492 нм. ОП крит. рассчитыва-
ли по формуле: ОП крит. = ОП отр. сыв. + 0,2,  
где ОП отр. сыв. – оптическая плотность сыво-
ротки, не содержащей антитела к ВИЧ, в разве-
дении 1:10

Иммунизация животных
Для работы были использованы мыши, самки 

линии (CBAxC57B1/6) F1 весом 16-18 г из пи-
томника «Столбовая» РАМН. Животные содер-
жались на стандартном рационе в условиях ви-
вария РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН. В опытах 
использовали мышей, прошедших карантинный 
режим вивария. Вся работа с лабораторными 
животными проводилась в соответствии с «Пра-
вилами лабораторной практики в Российской 
Федерации». Приказ Министерства здравоохра-
нения и социального развития Российской Фе-
дерации от 23.08.2010 № 708н г. Москва «Об ут-
верждении правил лабораторной практики».

Животных иммунизировали подкожно сме-
сью пептидов 3 раза с интервалом 3 недели в ФСБ 
растворе или ПАФ. Иммунизирующая доза со-
ставляла по 100 мкг/животное каждого пептида, 
входящего в состав смеси. Кровь отбирали из ре-
троорбитального синуса на 7 день (после 3-го 
введения). 

Постановка ИФА с сыворотками иммунизиро-
ванных мышей

Реакцию ставили так же как и с сыворотками 
людей. Отличием было разведение сывороток 
иммунных животных – готовили ряд двоичных 
разведений. Для проявления реакции были ис-
пользованы конъюгаты антител кролика к IgG 
мыши, меченные пероксидазой хрена (Sigma) 
и антителакролика к IgM мыши, меченные пе-
роксидазой хрена (Sigma).

Постановка иммуноблота с сыворотками имму-
низированных мышей

Были использованы полоски нитроцеллю-
лелозы из коммерческого набора New Lav Blot1 
(Bio-Rad), где в качестве антигена используют-
ся белки культурального вируса ВИЧ. Пулиро-
ванные сыворотки иммунных животных в раз-
ведении 1:100 инкубировали в ФСБ-АТ буфере 
совместно с полосками в течение 2 часов при 
покачивании при температуре 18-25 °С. По окон-
чании инкубации полоски промывали от несвя-
завшихся антител. Далее в лунки добавляли рас-
твор конъюгата: конъюгат козьих антител против 
иммуноглобулинов мыши с пероксидазой хрена 
(Sigma). Конъюгат вносили в рабочем разведении 
на ФСБ-АТ и выдерживали течение 1 часа при по-
качивании при температуре 18-25 °С. Лунки про-
мывали раствором ФСБ-Т. Реакцию проявляли, 
внося в каждую лунку раствор хромогена – ТМБ. 
Реакцию останавливали, промывая полоски 5 раз 
дистиллированной водой.

Реакция нейтрализации
Реакцию ставили в полной питательной сре-

де (DMEM, 10% FCS), содержащей 15 мкг/мл 
DEAE-dextran. Исследуемые сыворотки инакти-
вировали прогреванием до 56 °С в течение 1 часа. 
Готовили ряд разведений сывороток (1:10 – 1:160) 
в полной питательной среде с DEAE-dextran, далее 
добавляли сток псевдовирусных частиц вирусных 
изолятов CAP 45.2.00.G3 и QH.209.14.M.EnvA2, 
в разведении соответствующему 10 TCID50 
или 50TCID50. Плазмиды, необходимые для по-
лучения псевдовирусных частиц, были любезно 
предоставлены The National Institute for Biological 
Standards and Control (NIBSC). Инкубировали 
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1 час в 5% атмосфере СО2 при 37 °С, по оконча-
нии инкубации вносили клетки линии TZM-bl 
(104 клеток/лунку). Оставляли на 48 часов. Далее 
удаляли супернатант и отмывали лунки фосфат-
но-солевым буферным раствором. Затем добав-
ляли лизирующий раствор (0,5% NP40 в ФСБ), 
оставляли на 15 мин при 37 °С. Полученный лизат 
переносили в другой планшет и вносили раствор 
2х CPRG (Roch) инкубировали 3 часа в темноте 
при комнатной температуре. Учитывали результа-
ты при 540 нм.

Определение усиления инфекции
Реакцию ставили в полной питательной сре-

де (DMEM, 10% FCS), содержащей 15 мкг/мл 
DEAE-dextran. Пептиды предварительно рас-
творяли в DMSO (Sigma) и смешивали с псевдо-
вирусными частицами вирусных изолятов CAP 
45.2.00.G3, QH209.14M.ENV.A2, QD435.100M.
ENV.E1. Концентрация пептидов составля-
ла 10 мкг/мл, инфекционная доза – 10TCID50, 

50TCID50, 100TCID50 инкубировали 1 час при 
37 °С в 5% атмосфере CO2. В группах сравнения 
вирусные стоки инкубировались без пептидов 
в полной питательной среде или в присутствии 
DMSO в той же концентрации, как и при добав-
лении пептидов. По окончании инкубации вно-
сили клетки линии TZM-bl (104 клеток/лунку).  
Оставляли на 48 часов. Далее удаляли супер-
натант и отмывали лунки фосфатно-солевым 
буферным раствором (ФСБ). Затем добавляли 
лизирующий раствор (0,5% NP40 в ФСБ), остав-
ляли на 15 мин при 37 °С. Полученный лизат пе-
реносили в другой планшет и вносили раствор 
2х CPRG (Roch) инкубировали 1 часа в тем-
ноте при комнатной температуре. Учитывали 
результаты при 540 нм % усиления инфекции 
подсчитывали по формуле: (ОП исследуемой 
группы [содержащей пептиды или DMSO]/ОП 
контрольной [среда, без добавления пептидов 
и DMSO]) х 100%.

Результаты
Иммунореактивность синтетических пептидов, 

копирующих актуальные детерминанты ВИЧ1, 
с сыворотками ВИЧ-инфицированных людей

Для анализа сходства синтетических пеп-
тидов, копирующих актуальные антигенные 
детерминанты ВИЧ с вирусным прототипом, 
нами была изучена их способность связываться 
с антителами ВИЧ-инфицированных людей. Ис-
следование проводили методом ИФА. Для рабо-

ты была использована панель сывороток ВИЧ-
инфицированных людей, собранных с 1986 
по 2010 год в различных регионах (СССР, Россия, 
Иран, Узбекистан). Контролем служили сыво-
ротки людей, не содержащих антитела к ВИЧ. 
Результаты представлены в таблице 1.

Большинство сывороток (31 из 34) ВИЧ-
инфицированных людей распознавали синтети-
ческие пептиды, повторяющие V3-петлю кон-
сенсусной последовательности и российского 
изолята.V1-петлю распознавался 2 из 34 сыворо-
ток, V2-петлю – 4 из 34. 

Иммуногенные свойства синтетических пепти-
дов. Специфическая активность антител

Иммуногенные свойства синтетических пеп-
тидов были изучены на лабораторных живот-
ных – мышах. Животных иммунизировали сме-
сью пептидов с полным адъювантом Фрейнда 
(ПАФ) и без него. Смесь пептидов вводили три 
раза. Иммунный ответ определяли после послед-
ней иммунизации (табл. 2, рис. 1). 

Иммунизация лабораторных животных сме-
сью пептидов без иммуноадъюванта вызывала 
слабый иммунный ответ. Использование имму-
ноадъюванта (ПАФ) позволило значительно уве-
личить титр антител. Антитела образовывались 
на все пептиды, входящие в состав композиции. 
Наибольший титр антител был отмечен для пеп-
тидов, повторяющих V2- и V3-петлю. Введение 

Рисунок 1. Титр антител, сывороток животных, 
иммунизированных смесью пептидов, копирующих V1-, 
V2-, V3-петлю оболочечного белка gp120 консенсусной 
последовательности группы М CON-S и V3-петлю 
российского изолята RUA022a2

* – p<0,05*
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОРЕАКТИВНОСТЬ СЫВОРОТОК ЛЮДЕЙ, ИНФИЦИРОВАННЫХ ВИЧ, С СИНТЕТИЧЕСКИМИ 
ПЕПТИДАМИ, КОПИРУЮЩИМИ V1-, V2-, V3-ПЕТЛЮ ОБОЛОЧЕЧНОГО БЕЛКА gp120 КОНСЕНСУСНОЙ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГРУППЫ М CON-S И V3-ПЕТЛЮ РОССИЙСКОГО ИЗОЛЯТА RUA022a2

№
 о

бр
аз

ца

М
ес

то
 с

бо
ра

Го
д

V1-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V2-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V3-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V3-петля 
российского 

изолята 
RUA022a2

ОП 
иссл. /
ОП нег.

Резуль-
тат

ОП 
иссл. /
ОП нег. 

Резуль-
тат

ОП 
иссл./

ОП нег. 

Резуль-
тат

ОП 
иссл. /
ОП нег. 

Резуль-
тат

1 Москва 1986 1,0 отр 1,28 отр > 8 пол 4,4 пол

2 Москва 1987 1,04 отр 2,6 пол > 8 пол 4,5 пол

3 Москва 1995 2,99 пол 1,5 отр н/о н/о > 8 пол

4 Москва 1995 1,11 отр 0,9 отр н/о н/о > 8 пол

5 Москва 1994 0,8 отр 0,69 отр > 8 пол 3,9 пол

6 Москва 1994 1,04 отр 0,79 отр > 8 пол 3,09 пол

7 Иран 1998 0,9 отр 0,86 отр > 8 пол > 8 пол

8 Иран 1998 0,6 отр 0,76 отр 0,68 отр 0,2 отр

9 Москва 1995 0,6 отр 0,52 отр > 8 пол 4,24 пол

10 Москва 1995 1,2 отр 1,04 отр > 8 пол 4,5 пол

11 Москва 1995 1,17 отр 0,74 отр > 8 пол 2,1 пол

12 Москва 1995 0,89 отр 0,75 отр > 8 пол > 8 пол

13 Москва 1995 1,25 отр 0,75 отр > 8 пол 3,99 пол

14 Москва 1995 1,26 отр 1,32 отр 6,2 пол 1,99 пол

15 Москва 1995 1,15 отр 1,06 отр 6,0 пол 3,77 пол

16 Москва 1995 3,09 пол 2,67 пол 3,7 пол 2,86 пол

17 Москва 1995 1,0 отр 0,89 отр > 8 пол 3,46 пол

18 Москва 1996 0,69 отр 0,97 отр 7,48 пол 3,38 пол

19 Узбекистан 2004 0,5 отр 0,98 отр c8 пол 4,08 пол

20 Узбекистан 2004 1,3 отр 9,5 пол > 8 пол > 8 пол

21 Узбекистан 2004 1,06 отр 1,7 отр > 8 пол > 8 пол

22 Узбекистан 2004 0,84 отр 0,88 отр > 8 пол > 8 пол

23 Узбекистан 2004 0,7 отр 0,86 отр > 8 пол > 8 пол
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ТАБЛИЦА 2. ТИТР АНТИТЕЛ, ПУЛИРОВАННЫХ СЫВОРОТОК ЖИВОТНЫХ, ИММУНИЗИРОВАННЫХ 
СМЕСЬЮ ПЕПТИДОВ, КОПИРУЮЩИХ V1-, V2-, V3-ПЕТЛЮ ОБОЛОЧЕЧНОГО БЕЛКА gp120 КОНСЕНСУСНОЙ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГРУППЫ М CON-S И V3-ПЕТЛЮ РОССИЙСКОГО ИЗОЛЯТА RUA022a2

Антиген 
на твердой 

фазе
Конъюгат

V1-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V2-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V3-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V3-петля 
российского 

изолята 
RUA022a2

Смесь 
пептидов

Пептиды
IgG н/о 1:10 1:20 1:80 1:40

IgM н/о н/о 1:20 1:20 1:20

Пептиды 
в ПАФ

IgG 1:40 1:10240 1:2560 1:10240 1:10240

IgM н/о 1:40 1:10 1:20 1:20

№
 о

бр
аз

ца

М
ес

то
 с

бо
ра

Го
д

V1-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V2-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V3-петля 
консенсусной 

последователь-
ности CON-S

V3-петля 
российского 

изолята 
RUA022a2

ОП 
иссл. /
ОП нег.

Резуль-
тат

ОП 
иссл. /
ОП нег. 

Резуль-
тат

ОП 
иссл./

ОП нег. 

Резуль-
тат

ОП 
иссл. /
ОП нег. 

Резуль-
тат

24 Узбекистан 2004 0,72 отр 1,29 отр > 8 пол > 8 пол

25 Узбекистан 2004 0,56 отр 0,59 отр > 8 пол > 8 пол

26 Узбекистан 2004 0,7 отр 1,17 отр > 8 пол > 8 пол

27 Узбекистан 2004 0,8 отр 2,0 пол > 8 пол > 8 пол

28 Иран 1998 1,23 отр 1,7 отр > 8 пол > 8 пол

29 Иран 1998 0,56 отр 0,5 отр > 8 пол 1,75 пол

30 Иран 1998 1,0 отр 0,74 отр > 8 пол > 8 пол

31 Иран 1998 0,96 отр 0,77 отр > 8 пол 4,44 пол

32 Иран 1998 0,62 отр 0,96 отр > 8 пол 4,58 пол

33 Ростов-на-Дону 2010 0,67 отр 1,25 отр > 8 пол > 8 пол

34 Ростов-на-Дону 2010 0,56 отр 0,54 отр > 8 пол > 8 пол

препарата вызывало образование антител пре-
имущественно класса IgG.

Изучение специфической активности антител 
проводили методом иммуноблоттинга. Принцип 
этого метода заключается в том, что белки ви-
руса ВИЧ1, полученные из лизата зараженных 
вирусом клеток разделяются по молекулярно-

му весу методом электрофореза в полиакрила-
мидном геле в диссоциирующей и восстанавли-
вающей среде, и в последующем переносятся 
на нитроцеллюлозную мембрану методом элек-
тропереноса. Присутствие специфических анти-
тел к белковым компонентам ВИЧ1 определяется 
по появлению на стрипах специфических окра-

Таблица 1 (окончание)
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шенных полос (фиолетово-голубые). Их распо-
ложение на стрипе соответствует молекулярной 
массе вирусных белков. Антитела, полученные 
в результате иммунизации не распознавали белок 
gp160/120. 

Нейтрализующая активность сывороток живот-
ных, иммунизированных синтетическими пептидами

Нейтрализующую активность антител, по-
лученных в результате иммунизации, изуча-
ли на модели псевдовирусной инфекции [11]. 
Для работы нами были использованы сыворотки 
животных, иммунизированных смесью пептидов 
с ПАФ и без адъюванта. Желательно, чтобы полу-

ченные в результате иммунизации антитела мог-
ли нейтрализовать различные изоляты ВИЧ, от-
носящиеся к различным субтипам. Известно, что 
на территории РФ преимущественно циркулиру-
ет ВИЧ1, принадлежащий к субтипу А1 (IDU-A) 
[5]. В наших исследованиях мы использовали 
молекулярные клоны, копирующие оболочечные 
белки вирусов двух субтипов А и С: CAP 45.2.00.
G3 (субтир С), QH209.14M.ENV.A2 (субтип А). 
Контролем служили сыворотки неиммунных жи-
вотных (табл. 3).

Полученные в результате иммунизации анти-
тела не обладали нейтрализующей активностью. 

ТАБЛИЦА 4. УСИЛЕНИЕ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ В ПРИСУТСТВИИ ПЕПТИДОВ, КОПИРУЮЩИХ V1-, V2-, V3-ПЕТЛЮ 
ОБОЛОЧЕЧНОГО БЕЛКА gp120 КОНСЕНСУСНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГРУППЫ М CON-S И V3-ПЕТЛЮ 
РОССИЙСКОГО ИЗОЛЯТА RUA022a2

Молекулярный клон
вирусного изолята

Инфекционная доза

10 TCID50 50 TCID50 100 TCID50

QD435.100M.ENV.E1 105 138 130,4

QH.209.14.M.EnvA2 131,6 125 115

CAP 45.2.00.G3 111 127 104,2

Примечание. Данные представлены в виде %.

ТАБЛИЦА 3. НЕЙТРАЛИЗУЮЩИЕ СВОЙСТВА СЫВОРОТОК ЖИВОТНЫХ, ИММУНИЗИРОВАННЫХ 
СМЕСЬЮ ПЕПТИДОВ, КОПИРУЮЩИХ V1-, V2-, V3-ПЕТЛЮ ОБОЛОЧЕЧНОГО БЕЛКА gp120 КОНСЕНСУСНОЙ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ГРУППЫ М CON-S И V3-ПЕТЛЮ РОССИЙСКОГО ИЗОЛЯТА RUA022a2

Вирусный 
изолят CAP 45.2.00.G3 QH.209.14.M.EnvA2

Инфекцион-
ная доза 50 TCID50 10TCID50 50TCID50

Пепти-
ды

Пепти-
ды

В ПАФ

Нега-
тивная 
сыво-
ротка

Пепти-
ды

Пепти-
ды

В ПАФ

Нега-
тивная 
сыво-
ротка

Пепти-
ды

Пепти-
ды

В ПАФ

Нега-
тивная 
сыво-
ротка

IC50 0,065 0,052 0,048 0,05 > 0,1 0,97 0,048 0,058 0,065

IC75 > 0,1 > 0,1 > 0,1 0,076 > 0,1 > 0,1 > 0,1 0,076 0,08

IC90 > 0,1 > 0,1 > 0,1 0,089 > 0,1 > 0,1 > 0,1 0,089 0,09

Titer 50 15 19 21 17 н/о 10 21 17 15

Titer 75 н/о н/о н/о 13 н/о н/о н/о 13 12

Titer 90 н/о н/о н/о 11 н/о н/о н/о 11 11
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Концентрации ингибирования (IC50, IC75, IC90) 
и разведения, необходимые для подавления ви-
русной инфекции (Titer 50, 75, 90), сывороток 
иммунных животных не отличались от контроль-
ной неиммунной группы. 

Способность сывороток нейтрализовать раз-
личные штаммы ВИЧ зависит от многих факто-
ров, в том числе и от титра антител. Вероятно, 
иммунизация лабораторных животных не вы-
зывала образование количества или качества 
антитела, достаточного для нейтрализации ви-
руса.

Биологические свойства пептидов
Основная функция участка V3-петли обо-

лочечного белка gp120 ВИЧ состоит во взаимо-
действии c рецепторами клетки-мишени: CD4, 
CCR5 и/или CXCR4 [4]. Это специфическое 
рецепторное взаимодействие в конечном итоге 
приводит к слиянию вирусной и клеточной мем-
бран и проникновению вирусного генетического 
материала в клетку. Блокирование хемокиновых 
рецепторов CCR5 и CXCR4 антагонистами, таки-
ми как Maraviroc, значительно уменьшает веро-
ятность проникновения вируса в клетки-мишени 
[8]. Наряду с этим в ряде работ показано усиление 
инфекции в модели in vitro, после предваритель-
ной инкубации клеточных культур с пептидами, 
копирующими V3-петлю [3, 19]. 

Поэтому нами было проведено исследование 
возможности исследуемых пептидов усиливать 
инфекцию. Изучение проводили на модели псев-
довирусной инфекции. Псевдовирусные части-
цы не способны к репликации, у них отсутствует 
генетический материал. Частицы связываются 
с соответствующими рецепторами на поверхно-
сти клеток-мишеней и проникают внутрь клет-
ки. Из-за отсутствия генетического материала 
у псевдовирусных частиц внутри клетки они 
не реплицируются, т.е. это инфекция с одним 
циклом. В качестве клеток-мишеней нами была 
использована генетически модифицирован-
ная клеточная линия HeLa, экспрессирующая 
на своей поверхности рецепторы и корецпторы 
для ВИЧ – CD4, CCR5, (TZM-bl) [13]. 

Смесь пептидов вносили в клеточную куль-
туру и инкубировали в течение 1 часа, после 
чего добавляли псевдовирусные частицы изо-
лятов CAP 45.2.00.G3, QH209.14M.ENV.A2, 
QD435.100M.ENV.E1, инфекционная доза со-
ставляла 10TCID50, 50TCID50 и 100 TCID50. 
Через 2 суток определяли инфекцию. Т.к. пепти-
ды растворены в DMSO, то контролем служили 

клетки, к которым был добавлен DMSO, в той 
же концентрации, что и при добавлении пеп-
тидов. Группой сравнения служили клетки без 
пептидов и DMSO. Результаты представлены 
в таблице 4. 

Присутствие пептидов повышало заражаю-
щую активность вируса, т.е. проникновение псев-
довирусных частиц внутрь клетки, от 4 до 38% 
во всех группах, вне зависимости от субтипа, 
к которому относился вирусный клон. В кон-
трольных группах с DMSO уровень инфекции 
был таким же, как и в контрольной группе (не со-
держащей пептиды).

Обсуждение
Разработка вакцинных препаратов на основе 

синтетических пептидов является одним из пер-
спективных направлений в области создания 
вакцин против ВИЧ/СПИД. Основным достоин-
ством такого типа вакцин является безопасность, 
способность вызывать иммунный ответ на строго 
определенный эпитоп, активировать как гумо-
ральную, так и клеточную ветвь иммунного отве-
та. Недостатком – слабая иммуногенность и не-
обходимость использования иммуноадъювантов.

Ранее H. Liao и др. [10] была исследована 
способность пептидов, повторяющих V1-,V2-, 
V3-, V4- и V5-петлю оболочечного белка gp120 
ВИЧ, синтезированных на основе консен-
сусной последовательности группы М ВИЧ1 
(CON-S), абсорбировать нейтрализующие ан-
титела против ряда изолятов ВИЧ. Исследо-
вание проводили на модели псевдовирусной 
инфекции. Оказалось, что только пептиды, 
копирующие V3-петлю, были способны умень-
шать нейтрализующую активность сыворо-
ток (86% по отношению к изоляту B.SS1196, 
92% – C.TV, 67% – C.DU123, 33% – C.DU172, 
43% – C.02ZM233M, 48% – A.92RW020). Ис-
пользованные изоляты относились к разным 
субтипам. Иммунизация морских свинок этими 
пептидами не приводила к образованию ней-
трализующих антител. Однако иммунизация 
животных рекомбинантным белком gp140∆CFI 
последовательности CON-S, повторяющим 
часть оболочечного белка ВИЧ, индуцировала 
нейтрализующие антитела. Т.е. представление 
антигенов в определенной конформации яв-
ляется существенным моментом для развития 
протективного иммунного ответа.

В этой работе нами были изучены иммуно-
генные свойства пептидов, повторяющие акту-
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альные антигенные детерминанты ВИЧ (V1-,V2- 
и V3-петлю оболочечного белка gp120 ВИЧ1), 
основанные на консенсусной последователь-
ности группы M CON-S и российского изолята 
RUA022a2 (V3-петля). 

Исследование специфической активности 
исследуемых пептидов показало, что большин-
ство сывороток ВИЧ-инфицированных людей 
распознавало антигены, копирующие V3-петлю. 
V1- и V2-пептиды распознавались лишь не-
большим количеством сывороток из коллекции. 
Это можно объяснить различной иммуногенно-
стью вирусных эпитопов, их представленностью 
иммунной системе человека. Отличительной 
особенностью оболочечного белка gp120 ВИЧ 
является высокая степень гликолизации. Это по-
зволяет вирусу уйти от распознавания иммунной 
системой и выработки нейтрализующих антител 
[14]. Поэтому не все сыворотки содержат анти-
тела, направленные к этим эпитопам, и с этим 
связано различное распознавание синтетических 
пептидов сыворотками в ИФА.

Изучение биологических свойств пептидов 
выявило их способность усиливать проникнове-
ние псевдовирусных частиц, относящихся к раз-
ным вирусным изолятам и субтипам, в клетку. 
Данный феномен уже описывался C. Zanotto 
et al. Авторами было показано, что V3-пептид 
(штамм MN) был способен связываться с СD4-
растворимым рецептором в области связывания 
V1-/V2-петли. При этом было установлено, что 
лишь пептиды с незамещенным позитивным 
зарядом (т.е. копирующие V3-петлю) были спо-
собны увеличивать экспрессию молекул CD4 
на поверхности клеток (без дополнительного 
синтеза) и таким образом повышать пул прони-

кающих в клетку вирусных частиц. Поэтому при 
разработке терапевтических вакцин на основе 
пептидов, имитирующих V3-петлю, следует про-
вести более детальные исследования в отноше-
нии структуры, длины и других биологических 
свойств пептидов, избираемых в качестве канди-
датных иммуногенов [19]. 

Иммунизация лабораторных животных вы-
зывала образование антител на все пептиды, 
входящих в состав смеси. Т.к. пептиды сами 
по себе являются слабыми иммуногенами, 
то для усиления иммунного был использован 
иммуноадъювант – ПАФ. Все пептиды инду-
цировали образование специфических антител. 
Титр антител на каждый пептид зависел от про-
тяженности пептида, его молекулярной массы. 
Несмотря на достаточно высокий титр, полу-
ченные антитела не распознавали белки куль-
турального вируса в иммуноблоте и не обладали 
нейтрализующей активностью. 

Нейтрализация вируса – достаточно сложный 
процесс, на который влияет ряд факторов: коли-
чество антител (титр), изотип антител, строение 
самих антител. Показано, что антитела подклас-
са IgG1 и IgG3 ассоциированы с нейтрализацией 
ВИЧ, ADCC/ADCVI, фиксацией комплемента 
и связыванием FcR [15]. Использование различ-
ных иммуноадъювантов позволяет переключать 
синтез подклассов антител. Возможно, для ин-
дукции нейтрализующих антител данной сме-
сью пептидных антигенов необходимо провести 
подбор иммуноадъювантов и способов иммуни-
зации. Работа в данном направлении будет про-
должена.
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СПОНТАННАЯ И ЛПС-ИНДУЦИРОВАННАЯ ПРОДУКЦИЯ 
26 ЦИТОКИНОВ, СЕКРЕТИРУЕМЫХ КЛЕТКАМИ КРОВИ 
БОЛЬНЫХ ЦИРРОЗОМ ПЕЧЕНИ В ДИНАМИКЕ КЛЕТОЧНОЙ 
ТЕРАПИИ 
Останин А.А., Старостина Н.М., Меледина И.В., Шипунов М.В., 
Леплина О.Ю., Шевела Е.Я., Черных Е.Р.
Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Исследовали уровень продукции 26 цитокинов, секретируемых клетками крови больных 
циррозом печени (ЦП; n = 20), в динамике проведения клеточной терапии (КТ). Курс КТ включал 
в/в инфузию аутологичных костномозговых МНК в дозе 1,3±0,3 × 109 (Ме 1,0 × 109) и через 14 сут. – 
в/в инфузию генерированных in vitro МСК в дозе 22,3±5,0 × 106 (Ме 16,0 × 106). Больные были об-
следованы 3-кратно: до начала КТ, через 2-3 сут. после введения МНК и по завершении КТ (через 
2-3 сут. после введения МСК). Цитокин-секреторную функцию клеток цельной крови оценивали 
в 24-часовых культурах в отсутствие стимуляции и в ответ на липополисахарид (ЛПС). Группу кон-
троля составили 10 здоровых доноров крови. Проведение КТ с использованием аутологичных кост-
номозговых клеток (МНК и МСК) у больных ЦП не вызывало развития побочных (аллергических 
или токсических) реакций, было безопасным и хорошо переносимым. По сравнению с донорами 
больные ЦП (особенно класса В+С по Child-Pugh) отличались исходно повышенной продукцией 
ряда цитокинов и хемокинов. Так, отмечалось статистически значимое усиление спонтанной про-
дукции IL- 9, MIP- 1b и IP-10, а также отчетливый тренд к возрастанию TNFα, IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-13, MCP-1, MIP- 1α, RANTES и Eotaxin. При этом клетки крови больных ЦП сохраняли чувстви-
тельность к стимулирующему действию ЛПС. Так, продукция 11 из 26 цитокинов (IL-1ra, IL-6, IL-9, 
IL-15, IL- 17, IL-7, IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-1b, Eotaxin) в ответ на ЛПС значимо превышала норма-
тивные значения. Трансплантация костномозговых МНК оказывала минимальное влияние на про-
дукцию цитокинов. В то же время введение МСК приводило к статистически значимому снижению 
спонтанной и ЛПС-индуцированной продукции, соответственно, 20 и 18 из 26 аналитов, включая  
про-/противовоспалительные и иммунорегуляторные цитокины, хемокины и ростовые факторы. 
Нормализация цитокин-секреторной функции у больных ЦП после трансплантации МСК свидетель-
ствует об ослаблении воспалительной активности клеток крови и снижении их реактивности к эндо-
токсину. Супрессивный эффект МСК на продукцию цитокинов был дозозависимым и наиболее ярко 
проявлялся у пациентов с декомпенсированным (класс В+С по Child-Pugh) ЦП вирусной этиологии.

Ключевые слова: мультиплексный анализ, цитокины, клетки крови, цирроз печени, клеточная терапия, костномозговые 
МНК и МСК
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Введение
Среди различных подходов к лечению цир-

роза печени (ЦП) трансплантация костномоз-
говых клеток (КМК) привлекает большое вни-
мание. В отличие от трансплантации печени, 
признанной сегодня единственным эффектив-
ным методом лечения цирроза, данная стратегия 
не лимитирована наличием донорского органа, 
не требует иммуносупрессивной терапии и мо-
жет рассматриваться в качестве временного посо-
бия или альтернативы органной трансплантации 
[9, 17, 43, 49]. 

Экспериментальные исследования в модели 
ЦП показали, что КМК способны мигрировать 
и интегрироваться в поврежденной печени, улуч-
шая ее функции, и что позитивный эффект КМК 
ассоциирован с подавлением апоптоза гепато-

цитов, дифференцировкой трансплантируемых 
и эндогенных стволовых/прогениторных клеток 
в гепатоциты, подавлением фиброза и активаци-
ей фибролиза [35, 43, 44, 46, 51]. Несмотря на то, 
что точные механизмы действия КМК до конца 
не ясны, успешные доклинические исследования 
при отсутствии эффективных методов лечения 
ЦП послужили поводом для активных клини-
ческих испытаний. Их результаты показали без-
опасность трансплантации КМК и способность 
трансплантируемых клеток улучшать функции 
печени, что проявляется возрастанием сыворо-
точного альбумина и снижением тяжести цирро-
за у больных с гепатитами вирусной и токсиче-
ской этиологии [21, 23, 29, 33, 42, 50].

Центральная роль в патогенезе ЦП отводится 
воспалительному процессу, который поддержи-

SPONTANEOUS AND LPS-INDUCED PRODUCTION OF 26 
CYTOKINES SECRETED BY BLOOD CELLS OF PATIENTS WITH 
LIVER CIRRHOSIS DURING OF CELL THERAPY

Ostanin A.A., Starostina N.M., Meledina I.V., Shipunov M.V., 
Leplina O.Yu., Shevela E.Ya., Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The objective of the present study was to assess the level of 26 cytokines secreted by peripheral 
blood cells of the patients with liver cirrhosis (LC; n = 20) during the cell therapy (CT). All the patients were 
administered with intravenously injected autologous bone marrow-derived mononuclear cells (MNCs) in 
a dose of 1.3±0.3 × 109 (Ме 1.0 × 109) followed by 14 days later intravenous injection of ex vivo generated 
mesenchymal stromal cells (MSCs) in a dose of 22.3±5.0 × 106 (Ме 16.0 × 106). The patients were examined 
before the CT, 2-3 days after the administration of MNCs and, then, 2-3 days after the introduction of MSCs. 
Cytokine-secretory function of peripheral blood cells was evaluated in a 24-hour whole blood cultures both 
in the absence of any stimulation and in response to lipopolysaccharide (LPS). The control group consisted 
of 10 healthy donors. The administration of patients’ bone marrow cells (both MNCs and MSC) was safe 
and well tolerated and caused no any adverse (toxic or allergic) events. Compared with donors, LC patients 
(especially, with class B+C by Child-Pugh) differed by an initially increased production of several cytokines 
and chemokines. Actually, there was a statistically significant increase of the spontaneous production of  
IL-9, MIP-1b, and IP-10, as well as a distinct trend to an increase in TNFα, IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6,  
IL-13, of MCP-1, MIP-1α, RANTES and Eotaxin. Moreover, the blood cells of LC patients were susceptible 
to the stimulatory effect of LPS, and the LPS-induced production of 11 out of 26 cytokines (IL-1ra, IL-6, 
IL-9, IL-15, IL-17, IL-7, IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-1b, Eotaxin) significantly exceeded the normative 
values. Transplantation of bone marrow MNCs had minimal impact on cytokine production. Meanwhile, 
the MSCs introduction resulted in a significant decrease in spontaneous and LPS-induced production 
of, respectively, 20 and 18 analytes including pro-/anti-inflammatory and immunoregulatory cytokines, 
chemokines and growth factors. The normalization of cytokine-secretory function following transplantation 
of MSCs revealed in the patients with LC indicates the weakening of an inflammatory activity of circulating 
blood cells and the decrease in their reactivity to endotoxin. MSC suppressive effect on cytokine production 
was dose-dependent, and most pronounced in patients with decompensated LC (class B+C by Child-Pugh) 
of viral etiology.

Keywords: multiplex assay; cytokines; blood cells; liver cirrhosis; cell therapy; bone marrow MNC & MSC
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вается иммунными клетками и коррелирует с тя-
жестью и осложнениями ЦП [19, 34, 58]. Фиброз 
является ответной реакцией на хроническое вос-
паление, и подавление воспалительной активно-
сти представляется важной мишенью в лечении 
ЦП [24, 41, 45]. В этой связи было высказано 
предположение, что клинический эффект КМК 
может быть в значительной степени обусловлен 
их иммуномодулирующей активностью. Особый 
интерес в этом плане привлекли мезенхимальные 
стромальные клетки (МСК), которые наряду с их 
широким дифференцировочным потенциалом 
способны оказывать противовоспалительный 
эффект и обладают анти-апоптотической и анти-
фибротической активностью [27, 32, 37, 54].

Действительно, клинические испытания МСК 
при ЦП показали безопасность их внутривенного 
введения и улучшение показателей функции пе-
чени в течение нескольких месяцев после транс-
плантации [22, 33, 38, 59].

Ранее нами были проведены пилотные клини-
ческие исследования, которые показали безопас-
ность и эффективность трансплантации КМК 
у больных ЦП [2, 4]. Учитывая потенциальную 
роль МСК в ограничении воспаления, был раз-
работан новый протокол терапии ЦП, вклю-
чающий комбинацию мононуклеарных клеток 
(МНК) костного мозга с последующим введени-
ем аутологичных МСК. Клинические исследова-
ния показали безопасность и улучшение функ-
ций печени на фоне введения МНК и МСК [5]. 
Тем не менее, вопрос о способности вводимых 
клеток оказывать противовоспалительный эф-
фект и сравнительной характеристике иммуно-
модулирующего эффекта МНК и МСК остается 
открытым. 

Целью настоящего исследования явилась ха-
рактеристика иммуномодулирующего эффекта 
клеточной терапии, в том числе в сравнении кра-
ткосрочных эффектов МНК и МСК. Для этого 
у 20 пациентов, рекрутированных в исследова-
ние, до начала терапии, после введения МНК 
и после инфузии МСК оценивалась продукция 
26 цитокинов клетками крови.

Материалы и методы
В исследование были включены 10 здоровых 

доноров крови (5 мужчин и 5 женщин, средний 
возраст 45 лет) и 20 больных ЦП – 10 мужчин и 10 
женщин, средний возраст 50 лет. Диагноз хрони-
ческого гепатита с исходом в ЦП устанавливали 
на основании данных клинического, лаборатор-
ного и гистологического анализа. В соответствии 
с классификацией цирроза печени по Child-Pugh 
класс А диагностировался у 13 (65%), класс В у 

6 (30%) пациентов и класс С у 1 (5%) больного. 
Причиной ЦП в 60% случаев (12/20) являлся 
хронический вирусный гепатит С. Оставшиеся 
40% случаев (8/20) были представлены ЦП не-
вирусной этиологии, включая токсический ЦП 
(n = 4); аутоиммунный ЦП (n = 2); первичный 
биллиарный ЦП (n = 1); и первичный биллиар-
ный ЦП в сочетании с аутоиммунным компо-
нентом (n = 1). Клеточную терапию (КТ) и ла-
бораторный мониторинг, одобренные решением 
Локального этического комитета, проводили по-
сле получения письменного информированного 
согласия больных.

Критериями включения в исследование яв-
лялись: 1) клинический диагноз ЦП, подтверж-
денный гистологическим исследованием; 2) воз-
раст не старше 70 лет; 3) наличие письменного 
информированного согласия. Критерии исклю-
чения: 1) несоответствие критериям включения; 
2) активный алкоголизм, употребление нарко-
тических средств; 3) ВИЧ-инфекция, СПИД;  
4) декомпенсированные заболевания легких 
и сердца; 5) кровотечение из варикозно-расши-
ренных вен пищевода или спонтанный перитонит 
при госпитализации; 6) наличие гепатоцеллю-
лярной карциномы или других онкологических 
заболеваний; 7) острые инфекции; 8) тромбо-
цитопения (ниже 50 × 109/л); 9) психические на-
рушения; 10) неспособность пациента подписать 
информированное согласие. Базисная терапия 
включала проведение детоксикационной тера-
пии и назначение гепатозащитных средств, анти-
оксидантов, пищеварительных ферментов и диу-
ретиков (при наличии асцита и отеков).

В соответствии с утвержденным протоколом, 
у больного в условиях операционной при про-
ведении трепанобиопсии из крыла подвздошной 
кости получали аспират костного мозга. Дальней-
шие манипуляции по сепарации и культивирова-
нию клеток проводились в условиях лаборатории 
на основе лицензий на трансплантацию костно-
го мозга и гемопоэтических стволовых клеток  
(ФС-54-01-002049) и применение клеточных 
технологий (ФС-54-01-001780). Фракцию МНК 
костного мозга выделяли стандартно в градиенте 
плотности фиколла-верографина. Затем основ-
ную часть (70-80%) полученных костномозговых 
МНК ресуспендировали в 200 мл 0,9% раствора 
натрия хлорида с 5% альбумина и в этот же день 
вводили пациенту внутривенно капельно. Осталь-
ные МНК использовали для генерации МСК 
в соответствии с рекомендациями по получению 
клеточных продуктов мезенхимального проис-
хождения [10]. Кратко: костномозговые МНК 
культивировали в течение 14 дней в питательной 
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среде а-МЕМ с 10% сыворотки телят в условиях 
СО2-инкубатора, обновляя среду каждые 3-4 дня. 
За сутки до окончания культивирования культу-
ральную среду, содержащую сыворотку телят, за-
мещали средой, содержащей 10% аутологичной 
сыворотки пациента. Через 24 ч клеточный моно-
слой дважды отмывали 0,9% раствором хлорида 
натрия и подвергали трипсинизации с использо-
ванием 0,25% раствора трипсина с версеном (1:1). 
Полученные МСК подсчитывали и оценивали 
жизнеспособность клеток с использованием три-
панового синего. Затем МСК ресуспендировали 
в 50 мл 0,9% раствора натрия хлорида с 5% альбу-
мина и вводили пациенту внутривенно капельно.

Больные ЦП были обследованы 3-кратно: 
до начала клеточной терапии (n = 20), через 2-3 
сут. после введения МНК (n = 20) и по завер-
шении КТ (через 2-3 сут. после введения МСК, 
n = 15). Забор венозной и капиллярной крови 
проводили утром натощак по общепринятым 
правилам. Общий анализ крови осуществляли 
на гемоанализаторе «HEMA-Screen 13» (Швей-
цария – Италия). 

Продукцию цитокинов определяли в культурах 
клеток цельной крови. Для этого гепаринизиро-
ванную (20 ЕД/мл) венозную кровь разводили в 5 
раз средой RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, США), до-
полненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ HEPES-
буфера и 100 мкг/мл гентамицина, и культивиро-
вали в течение 24 ч в круглодонных, стерильных 
пробирках в присутствии липополисахарида 
(ЛПС, Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, 
США) в конечной концентрации 10 мкг/мл,  
а также в отсутствие митогенной стимуляции 
(спонтанная продукция). Культивирование про-
водили при 37 °С в СО2-инкубаторе, после чего 
собирали супернатанты и хранили полученные 
образцы при -80 °С до тестирования.

 Концентрацию 26 цитокинов (IL-1b, IL-1ra, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,  
IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, Eotaxin, FGF-basic,  
G-CSF, IFNγ, IP-10, MCP-1, MIP-1α, MIP-1b, 
PDGF-BB, RANTES, TNFα, VEGF) в суперна-
тантах цельной крови оценивали методом про-
точной флюориметрии на 2-лучевом лазерном ав-
томатизированном анализаторе (Bio-Plex Protein 
Assay System, Bio-Rad, США) с использованием 
коммерческих тест-систем в соответствии с ин-
струкцией фирмы-производителя [1, 12]. Полу-
ченные значения пересчитывали индивидуально 
с учетом абсолютного количества лейкоцитов 
и выражали в пг/мл/106 лейкоцитов.

Математическую обработку данных проводи-
ли с использованием пакета программ Statistica 
6.0 (StatSoft). Для оценки достоверности раз-

личий использовали непараметрические крите-
рии: Вилкоксона–Манна–Уитни и Вилкоксона 
(для связанных выборок). Различия считались 
достоверными при уровне значимости p < 0,05. 
Корреляционный анализ проводили методом 
ранговой корреляции Спирмана (rS). Для оцен-
ки различий по уровню какого-либо признака 
между несколькими (> 2) выборками проводили 
дисперсионный однофакторный анализ с ис-
пользованием непараметрического Н-критерия 
Краскела–Уоллиса. 

Результаты
Курс КТ включал в/в инфузию костномозго-

вых МНК в дозе 1,3±0,3 × 109 клеток (Ме 1,0 × 109; 
интерквартильный диапазон 0,37-2,1 × 109) и че-
рез 14 сут. – в/в инфузию генерированных in vitro 
МСК в дозе 22,3±5,0 × 106 клеток (Ме 16,0 × 106; 
интерквартильный диапазон 10,3-27,4 × 106). 
По дан ным проточной цитофлюориметрии ко-
личество CD34+ и CD34+38- клеток в популя-
ции костномозговых МНК составляло 4,6±0,5 
и 0,6±0,08% соответственно. Популяция МСК 
содержала 85-95% клеток, экспрессирующих 
специфичные маркеры (CD73, CD90, CD105), 
и минимальное количество клеток, экспресси-
рующих «линейные» маркеры: CD3 (3,9±1,55%), 
CD20 (5,3±1,30%), CD16 (5,6±1,72%), CD14 
(5,6±2,28%), HLA-DR (1,1±0,57%) и CD34 
(0,69±0,28%). Жизнеспособность клеток была 
не менее 95-97%. Проведение клеточной терапии 
с использованием аутологичных костномозговых 
клеток (МНК и МСК) у больных ЦП не вызыва-
ло развития побочных (аллергических или ток-
сических) реакций, было безопасным и хорошо 
переносимым.

Сравнительная оценка параметров общего 
и биохимического анализов крови больных ЦП 
в динамике проводимой терапии показала, что 
по завершении КТ снижался уровень трансами-
наз (АСТ – с 79 до 50 Ед/л, рU = 0,15; и АЛТ с 72 
до 43 Ед/л, рU < 0,05) и нормализовалось абсо-
лютное количество циркулирующих лейкоцитов 
(с 4,9 до 7,6 × 109/л; рU < 0,05). В то же время ис-
ходные изменения большинства других показате-
лей, характеризующих известные лабораторные 
синдромы фиброзного поражения печени, имели 
относительно стойкий характер и за столь корот-
кий срок наблюдения (в среднем 16-17 сут.) зна-
чимо не менялись.

Для исследования цитокин-секреторной 
функции клеток крови больных ЦП нами был 
использован методический прием, основан-
ный на оценке уровня спонтанной и ЛПС-
стимулированной продукции 26 цитокинов 
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в 24-часовых культурах цельной крови. Получен-
ные значения уровня цитокинов (пг/мл) были 
стандартизированы по количеству клеток-про-
дуцентов (пг/мл/106 лейкоцитов). Кроме того, 
для удобства восприятия материала, анализируе-
мые 26 цитокинов были разбиты на 4 подгруппы 

(семейства): про/противовоспалительные цито-
кины (n = 4); иммунорегуляторные Th1-/Th2-/
Th9-/Th17-цитокины (n = 10); ростовые факторы 
(n = 5) и хемокины (n = 7). 

По сравнению с донорами клетки крови боль-
ных ЦП отличались более высокой спонтанной 

ТАБЛИЦА 1. СПОНТАННАЯ ПРОДУКЦИЯ 26 ЦИТОКИНОВ, СЕКРЕТИРУЕМЫХ КЛЕТКАМИ КРОВИ БОЛЬНЫХ ЦП 
В ДИНАМИКЕ КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ 

Группы Цитокины

Спонтанная продукция (пг/мл/106 лейкоцитов)

Доноры 
(n = 10)

Больные ЦП 
до начала КТ 

(n = 20)

Через 2-3 сут. 
(n = 20) 

По завершении 
КТ 

(n = 15) 

Про- и про-
тивовоспали-
тельные

IL-1b 38 (8-59) 35 (18-66) 31 (8,5-53) 13,4 (4,3-27)# 

TNFα 42 (20-77) 89 (30-125) 65 (15-97) 40 (10-82)# 

IL1-ra 53 (24-88) 82 (45-130) 66 (38-94) 29 (17-63)## 

IL-10 3,9 (3,4-8,1) 8 (4-12) 6,1 (3,6-9) 4,0 (2,0-7)# 

Иммуноре-
гуляторные 
цитокины 
(Th1, Th2, 
Th9, Th17) 

IL-2 0,5 (0,4-0,7) 0,6 (0,5-0,9) 0,6 (0,4-0,8) 0,4 (0,2-0,6)# 

IFNγ 204 (189-312) 202 (136-361) 179 (126-252) 97 (52-170)**, ## 

IL-12 4,9 (2,2-6,8) 3,0 (1,6-6,9) 5,2 (1,4-7) 3,0 (1,3-6) 

IL-4 9,4 (7,7-10,8) 12,3 (10-15,4) 11,7 (8,1-15,3) 5,6 (3,8-9,6)## 

IL-5 0,7 (0,5-0,8) 1,2 (0,9-1,5) 0,9 (0,7-1,7) 0,7 (0,3-0,9)## 

IL-6 493 (103-939) 897 (493-1489) 755 (430-1340) 559 (88-733)# 

IL-9 7,5 (6,2-11) 19 (7,6-44)* 20,2 (10,6-31)** 9,6 (5,1-24) 

IL-13 4,6 (4-5,2) 5,7 (2,5-8) 3,4 (2,0-5,5) 2,4 (1,8-4,7)# 

IL-15 4,6 (2,5-7,6) 7,5 (4-11,4) 5,0 (3,1-9,8) 3,6 (1,6-5,9)# 

IL-17 0,9 (0,5-4,9) 3,1 (1,5-13,6) 1,3 (0,9-6,8) 1,6 (0,9-3,6)

Ростовые 
факторы

G-CSF 9,6 (7-31) 16,7 (7-37) 8,2 (3,1-28) 10,4 (3,8-22)

IL-7 8,1 (1,7-11,5) 8,0 (1,7-14,1) 6,2 (1,9-14) 2,6 (1,0-4,9)# 

FGF-b 0,5 (0,3-0,6) 0,7 (0,5-1,7) 0,8 (0,5-1,0) 0,5 (0,2-0,7)# 

PDGF 133 (85-153) 136 (55-210) 122 (58-284) 76 (28-139)*, # 

VEGF 16,3 (1,6-36) 7,5 (2,6-27) 11 (1,6-29) 4,8 (1,9-24)

CХC- 
и СС-
хемокины

IL-8 1940 (956-2193) 2175 (1276-3653) 1996 (1388-3844) 1124 (472-2244)# 

IP-10 94 (49-178) 361 (245-970)* 400 (170-1157)** 144 (73-214)## 

MCP-1 899 (527-1490) 1402 (830-2258) 1332 (788-2718) 982 (396-1854) 

MIP-1α 58 (24-131) 135 (73-276) 102 (68-197) 76 (20-130)# 

MIP-1b 431 (190-507) 810 (400-1840)* 788 (526-1720)** 363 (238-1058)# 

RANTES 473 (346-529) 658 (430-1046) 486 (331-857) 383 (198-538)# 

Eotaxin 64 (48-77) 88 (69-140) 73 (54-115) 48 (33-88)# 

Примечание. Данные представлены в виде Median и интерквартильного диапазона (LQ-UQ). * – p < 0,05 и ** – p < 0,01 – 
достоверность различия показателей по сравнению с донорами; # – p < 0,05 и ## – p < 0,01 – достоверность различия 
показателей по сравнению с исходными значениями (U – непараметрический критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).
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продукцией цитокинов из всех 4 функциональ-
ных групп. Усиление спонтанной продукции 
TNFα, IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, MCP-1, 
MIP-1α, RANTES и Eotaxin проявлялось в виде 
тенденции, тогда как возрастание IL-9, MIP-1b 
и IP-10 было статистически значимым (табл. 1). 
Через 2-3 сут. после введения костномозговых 
МНК характер спонтанной секреции цитоки-
нов клетками крови больных ЦП значимо не ме-
нялся. Тем не менее регистрировалось умерен-
ное снижение исходно повышенной продукции 
TNFα, IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, MIP-1α 
и RANTES. 

По завершении курса КТ, т.е. через 2-3 сут. 
после введения МСК, регистрировалось стати-
стически достоверное снижение большинства 
цитокинов (20/26), включая про/противовоспа-
лительные (4/4) и иммунорегуляторные цитоки-
ны (7/10), хемокины (6/7) и ростовые факторы 
(3/5). Характерно, что продукция этих цитоки-
нов снижалась до уровня нормы и не отличалась 
от донорских значений, за исключением IFNγ 
и PDGF, средний уровень которых по сравнению 
с донорами был снижен. Диаграммы, представ-
ленные на рисунке 1, дополнительно иллюстри-

руют изменение спонтанной продукции цитоки-
нов у больных ЦП в динамике КТ относительно 
среднего уровня здоровых доноров, принятого 
за 100%. 

Хорошо известно, что практически все гены 
цитокинов являются индуцибельными. Для того 
чтобы оценить секреторный потенциал кле-
ток-продуцентов в условиях митогенной стиму-
ляции, мы использовали бактериальный ЛПС 
(эндотоксин), который активирует лейкоциты 
(гранулоциты, лимфоциты, моноциты) через 
TLR4. Из данных таблицы 2 видно, что по срав-
нению с донорами у больных ЦП отмечалось 
значимое усиление ЛПС-стимулированной про-
дукции 11 из 26 цитокинов – IL-1ra, IL-6, IL-9, 
IL-15, IL-17, IL-7, IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-1b, 
Eotaxin. Введение костномозговых МНК значи-
мо не меняло ЛПС-стимулированной продукции 
цитокинов по сравнению с исходным уровнем. 
Тем не менее, после введения МНК отмечалось 
умеренное ослабление индуцированной про-
дукции IL-17 и Eotoxin, уровень которых уже 
не отличался от нормативного. Вместе с тем про-
дукция 3 цитокинов (G-CSF, IL-10 и VEGF) уси-

Рисунок 1. Изменение уровня спонтанной продукции цитокинов клетками крови больных ЦП в динамике клеточной 
терапии (КТ)
Примечание. Здесь и на рисунке 2 данные представлены в виде %, рассчитанного относительно среднего уровня здоровых доноров, 
принятого за 100% (пунктирная линия) по формуле:  
(Ме цитокинов у больных ЦП / Ме цитокинов у доноров) × 100%.
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ливалась, и их уровень значимо превышал тако-
вой у доноров. 

По завершении курса КТ, т.е. через 2-3 сут. 
после введения МСК (табл. 2 и рис. 2) ЛПС-
реактивность циркулирующих лейкоцитов 
у больных ЦП значимо снижалась. По сравне-

нию с исходными значениями регистрировалось 
уменьшение уровня секреции 18 из 26 цитоки-
нов, включая Th1-/Th2-/Th9-/Th17-цитокины 
(9/10), ростовые факторы (3/5), хемокины (3/7) 
и про/противовоспалительные цитокины (3/4). 
За исключением IL-12 (продукция которого сни-

ТАБЛИЦА 2. ЛПС-ИНДУЦИРОВАННАЯ ПРОДУКЦИЯ 26 ЦИТОКИНОВ, СЕКРЕТИРУЕМЫХ КЛЕТКАМИ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
ЦП В ДИНАМИКЕ КЛЕТОЧНОЙ ТЕРАПИИ

Группы Цитокины

ЛПС-индуцированная продукция (пг/мл/106 лейкоцитов)

Доноры (n = 10)
Больные ЦП 
до начала КТ 

(n = 20)

Через 2-3 сут. 
(n = 20) 

По завершении 
КТ 

(n = 15) 

Про- и противо-
воспалительные

IL-1b 431 (285-500) 529 (314-1066) 652 (290-770) 261 (138-460)#

TNFα 848 (748-1187) 1310 (465-2157) 1705 (645-3606) 520 (297-1617)#

IL1-ra 239 (139-295) 424 (210-748)* 429 (292-547)* 247 (141-364)#

IL-10 25 (13,7-58) 62 (20-177) 91 (48-157)* 46 (26-88) 

Иммунорегуля-
торные цитокины 
(Th1, Th2, Th9, 
Th17) 

IL-2 9,2 (5,6-11,1) 9,9 (1,3-17,4) 9,6 (5,0-11,7) 5,4 (2,7-10) 

IFNγ 483 (322-705) 520 (345-769) 545 (344-676) 268 (107-451)##

IL-12 6,8 (4,6-11,2) 9,4 (6-24) 9,8 (5,8-18) 3,0 (2,2-5,3)*, ##

IL-4 15,2 (12,9-21,7) 21,3 (16,4-29,5) 23,2 (16,4-29) 13 (6,1-19)##

IL-5 1,0 (0,7-2,8) 1,2 (0,8-1,8) 1,3 (0,9-2,2) 0,9 (0,4-1,1)#

IL-6 2742 (1813-3478) 5966 (2834-9410)* 7661 (4755-9131)** 4243 (1621-5204)#

IL-9 14,4 (11,1-15,5) 35 (22-50)** 25 (17-64)* 15 (11-32)#

IL-13 5,3 (3,9-7,7) 6,5 (3,8-9,4) 6,5 (4,0-8,6) 3,5 (1,7-5,5)#

IL-15 2,4 (0,9-3,1) 4,2 (2,1-6,7)* 3,5 (2,0-6,9)* 2,1 (1,3-3,0)#

IL-17 24 (16,6-31,3) 39 (21-52)* 33 (18-53) 18 (11-39)#

Ростовые фак-
торы

G-CSF 123 (48-145) 185 (83-311) 274 (193-420)** 203 (110-270) 

IL-7 3,4 (1,5-5,0) 6,4 (2,7-13)* 8,8 (3,0-11)* 2,3 (1,3-4,1)#

FGF-b 2,5 (1,5-3,5) 3,7 (1,6-5,2) 3,4 (2,2-5,5) 1,7 (0,9-2,8)#

PDGF 464 (309-587) 392 (118-582) 382 (255-577) 159 (105-405) 

VEGF 45,5 (36,5-57,5) 71 (41-88) 80 (51-115)* 33 (28-50)#

CХC- 
и СС-хемокины

IL-8 2383 (1922-3416) 3955 (2846-5854)* 4716 (2952-8347)* 2226 (1293-8369) 

IP-10 576 (292-743) 1090 (664-1697)* 951 (518-1765)* 250 (150-718)## 

MCP-1 211 (148-370) 331 (221-736) 344 (198-758) 164 (111-490) 

MIP-1α 522 (454-674) 783 (547-1017)* 869 (582-1027)* 440 (263-883)#

MIP-1b 755 (497-944) 1611 (1133-2974)** 1875 (997-3753)** 1235 (771-2164) 

RANTES 811 (736-927) 1237 (544-1792) 1390 (635-1722) 656 (368-1854)

Eotaxin 75 (60-92) 122 (78-144)* 95 (68-147) 67 (30-124)#

Примечание. Данные представлены в виде Median и интерквартильного диапазона (LQ-UQ). * – p < 0,05 и ** – p < 0,01 – 
достоверность различия показателей по сравнению с донорами; # – p < 0,05 и ## – p < 0,01 – достоверность различия 
показателей по сравнению с исходными значениями (U – непараметрический критерий Вилкоксона –Манна–Уитни).
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Рисунок 2. Изменение уровня ЛПС-индуцированной продукции цитокинов клетками крови больных ЦП в динамике 
клеточной терапии (КТ)

ТАБЛИЦА 3. ОТНОСИТЕЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ СПОНТАННОЙ И ЛПС-ИНДУЦИРОВАННОЙ ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ, 
ОТНОСЯЩИХСЯ К РАЗЛИЧНЫМ ФУНКЦИОНАЛЬНЫМ ГРУППАМ, У БОЛЬНЫХ ЦП В ДИНАМИКЕ ПРОВЕДЕНИЯ КТ 

Продукция 
цитокинов Группы цитокинов До начала КТ

Через 2-3 сут.
(после инфузии 

МНК)

По завершении КТ 
(2-3 сут. после 
инфузии МСК)

Спонтанная

Про- и противовоспали-
тельные (n = 4) 180 (123-209) 140 (103-156) 75 (45-99) 

Th1/Th2/Th9/Th17 
(n = 10) 147 (120-182) 122 (106-144) 79 (60-113)**, #

Ростовые факторы 
(n = 5) 102 (99-140) 85 (76-92) 57 (32-100)* 

Хемокины (n = 7) 156 (138-233) 148 (103-183) 84 (75-131)*, #

ЛПС-
индуцированная

Про- и противовоспали-
тельные (n = 4) 166 (139-213) 190 (165-282) 82 (61-143) 

Th1/Th2/Th17 (n = 10) 139 (120-175) 141 (123-153) 80 (59-90)**, ##

Ростовые факторы 
(n = 5) 150 (148-156) 176 (136-223) 68 (67-72)*, #

Хемокины (n = 7) 163 (153-189) 165 (157-198) 81 (78-93)*, #

Примечание. Данные (%, Me и интерквартильный диапазон) рассчитаны относительно среднего уровня продукции 
цитокинов клетками крови здоровых доноров, принятого за 100% по формуле:
(Ме цитокинов у больных ЦП / Ме цитокинов у доноров) × 100%. 
* – p < 0,05 и ** – p < 0,01 – достоверность различия показателей по сравнению с исходными значениями (до начала КТ); 
# – p < 0,05 и ## – p < 0,01 – достоверность различия по сравнению с показателями через 2-3 сут. после начала КТ (W – 
непараметрический критерий Вилкоксона для связанных выборок).
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жалась ниже нормы), профиль цитокинов, секре-
тируемых клетками крови больных ЦП в ответ 
на эндотоксин, после окончания КТ достоверно 
не отличался от показателей здоровых доноров.

В обобщенном виде данные, характеризую-
щие изменение относительного уровня спонтан-
ной и ЛПС-индуцированной продукции цито-
кинов у больных ЦП в динамике проведения КТ 
представлены в таблице 3. Видно, что до начала 
лечения интенсивность продукции практически 
всех цитокинов, относящихся к различным се-
мействам, у больных ЦП по сравнению с доно-
рами была увеличена в среднем на 40-80% как в 
спонтанных, так и в ЛПС-стимулированных 
культурах. Исключением являлись ростовые 
факторы, базальная секреция которых была со-
поставима с донорскими значениями. Очевидно, 
что циркулирующие лейкоциты больных ЦП in 

situ находятся в функционально активном состо-
янии, поскольку способны спонтанно синтези-
ровать различные цитокины/хемокины на более 
высоком уровне, чем клетки крови здоровых до-
норов. Несмотря на это лейкоциты, больных ЦП 
сохраняют ЛПС-реактивность, т.е. не находятся 
в состоянии анергии к эндотоксину. 

Через 2-3 сут. после в/в инфузии аутологичных 
костномозговых МНК регистрировалось незна-
чительное (примерно на 20%) снижение уровня 
спонтанной секреции про/противовоспалитель-
ных, иммунорегуляторных цитокинов и росто-
вых факторов, тогда как ЛПС-индуцированная 
продукция либо значимо не менялась (Th1/Th2/
Th1 цитокинов и хемокинов), либо даже усили-
валась (про/противовоспалительных цитокинов 
и ростовых факторов). По завершении курса КТ, 
через 2-3 сут. после в/в инфузии аутологичных 

Рисунок 3.  Изменение в динамике клеточной терапии уровня спонтанной и ЛПС-индуцированной продукции 
цитокинов в подгруппах больных, различающихся по тяжести и этиологии ЦП
Примечание. Данные представлены в виде медианных значений, рассчитанных относительно среднего уровня продукции цитокинов 
клетками крови здоровых доноров, принятого за 100% по формуле: 
(Ме цитокинов у больных ЦП / Ме цитокинов у доноров) × 100%. 
ЦП класс А – подгруппа больных ЦП класса А невирусной этиологии (n = 5). ЦП В+С – подгруппа больных ЦП класса В+С вирусной 
этиологии (n = 5). 1 – все цитокины (n = 26); 2 – про/противовоспалительные (n = 4); 3 – Th1/Th2/Th9/Th17 (n = 10); 4 – ростовые факторы 
(n = 5); 5 – хемокины (n = 7). 
* – p < 0,05 и ** – p < 0,01 – достоверность различия показателей по сравнению с исходными значениями (до начала КТ);  # – p < 0,05 
и ## – p < 0,01 – достоверность различия по сравнению с показателями ЦП класс А (W – непараметрический критерий Вилкоксона 
для связанных выборок).
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МСК, исходно высокая цитокин-секреторная 
активность клеток крови больных ЦП как в спон-
танных, так и в ЛПС-стимулированных культу-
рах снижалась в среднем до 60-80% относительно 
нормального уровня. 

Наиболее ярко корригирующий эффект 
трансплантации МСК на цитокин-секреторную 
функцию циркулирующих лейкоцитов прояв-
лялся в подгруппе больных ЦП класса В+С ви-
русной этиологии. Из данных рисунка 3 видно, 
что именно эти пациенты, в отличие от больных 
ЦП класса А невирусной этиологии, характери-
зовались гиперпродукцией цитокинов различных 
функциональных групп как в отсутствие стиму-
ляции, так и в ответ на эндотоксин. По заверше-
нии курса КТ интенсивность как спонтанной, 
так и ЛПС-индуцированной продукции цитоки-
нов в обеих подгруппах больных ЦП достоверно 
снижалась до 60-70% относительно нормы. Но 
учитывая более высокий исходный уровень се-
креции цитокинов у больных ЦП класса В+С ви-

русной этиологии, можно заключить, что инги-
бирующий эффект трансплантируемых клеток 
в этой группе был более выраженным. 

Снижение цитокин-секреторной активно-
сти клеток крови больных ЦП в динамике про-
ведения КТ могло быть обусловлено либо непо-
средственным действием трансплантированных 
МСК, либо отсроченным эффектом костно-
мозговых МНК. Поэтому на следующем этапе 
был проведен корреляционный анализ между 
количеством трансплантируемых клеток (МНК 
и МСК) и концентрацией цитокинов в культурах 
клеток крови. Корреляционный анализ не вы-
явил какой-либо значимой взаимосвязи между 
количеством МНК и уровнем спонтанной про-
дукции цитокинов, определяемых как на 2-3 
сутки после введения МНК (за исключением 
TNFα, rS = -0,51; p = 0,025), так и по завершении  
курса КТ. 

В то же время достаточно большой спектр 
цитокинов, спонтанно секретируемых клетка-

Рисунок 4. Межгрупповые различия больных ЦП по уровню спонтанной продукции цитокинов/хемокинов после 
завершения КТ в зависимости от дозы вводимых МСК
Примечание. Показаны различия по уровню IL-1b, TNFα, IL-6, MCP-1, MIP-1α, и MIP-1b в подгруппах больных, у которых доза 
вводимых MSCs была < 10,3 млн клеток («low MSCs»; Me – 6,35 млн; n = 4), в интервале 10,4-27,3 млн («middle MSCs»; Me – 16,5 млн; 
n = 6) и > 27,4 млн («high MSCs»; Me – 40,0 млн; n = 4). Данные получены при проведении дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса 
и представлены в виде медиан, интерквартильного диапазона, диапазона минимальных и максимальных значений. Пунктирной линией 
показан средний уровень (Me) спонтанной продукции цитокинов/хемокинов в подгруппе здоровых доноров (n = 10).  
* – p < 0,05 и ** – p < 0,01 – значимость  Н-критерия  Краскела–Уоллиса.
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ми крови больных ЦП, обратно корррелиро-
вал с количеством трансплантированных МСК. 
В частности, были выявлены статистически зна-
чимые взаимосвязи дозы вводимых МСК с уров-
нем продукции про- и противовоспалительных 
цитокинов (TNFα rS = -0,81; p = 0,0004; IL-1b 
rS = -0,75; p = 0,002; IL-1ra rS = -0,68; p = 0,007; 
IL-10 rS = -0,56; p = 0,03), иммунорегулятор-
ных цитокинов (IL-6 rS = -0,81; p = 0,0004; IL-15 
rS = -0,79; p = 0,0001), ростовых факторов (G-CSF 
rS = -0,64; p = 0,013) и хемокинов (IL-8 rS = -0,59; 
p = 0,025; MCP-1 rS = -0,73; p = 0,003; MIP-1α 
rS = -0,74; p = 0,002; MIP-1b rS = -0,76; p = 0,001), 
оцениваемых на 2-3 сутки после трансплантации 
МСК.

Зависимость уровня спонтанной продукции 
цитокинов от дозы трансплантируемых МСК чет-
ко визуализируется при проведении дисперсион-
ного однофакторного анализа. В качестве приме-
ра на рисунке 4 представлены данные по уровню 
продукции IL-1b, TNFα, IL-6, MCP-1, MIP-1α, 
и MIP-1b в подгруппах больных, у которых доза 
вводимых МСК была < 10,3 млн клеток (Me – 
6,35 млн), в интервале 10,4-27,3 млн (Me – 16,5 
млн) и > 27,4 млн клеток (Me – 40,0 млн). Хоро-
шо видно, что Н-критерий Краскела–Уоллиса, 
отражающий межгрупповые различия по тому 
или иному цитокину/хемокину, варьировал от 8,1 
до 10,3 и был высоко значимым (p < 0,05 и < 0,01). 

Обсуждение
Провоспалительный статус у пациентов с ЦП 

является известным феноменом, и выражен-
ность воспаления ассоциирована с тяжестью ЦП 
и развитием внепеченочных осложнений [3, 19, 
34, 58]. Поскольку воспалительная реакция яв-
ляется триггером и поддерживает развитие фи-
броза, значительный интерес в лечении ЦП отво-
дится противовоспалительным стратегиям [41]. 
Действительно, подавление воспаления благо-
приятствует регенерации печени при острой пе-
ченочной недостаточности [47, 57] и позитивно 
сказывается на функциях печени при тяжелых 
формах алкогольной болезни [7, 52]. 

В настоящей работе мы исследовали влияние 
аутологичных КМК на выраженность воспали-
тельной реакции у больных ЦП и охарактеризо-
вали в сравнении эффект МНК и МСК. 

Клинико-лабораторный анализ в группе 20 
рекрутированных пациентов показал, что прове-
дение клеточной терапии не сопровождалось раз-
витием побочных эффектов, и к моменту завер-
шения лечения (в среднем через 16-17 сут. после 
введения МНК) у пациентов уже отмечались пер-
вые позитивные сдвиги в виде снижения транс-

аминаз и нормализации исходно сниженного ко-
личества лейкоцитов. 

Оценка цитокин-секреторной активности 
клеток крови показала, что по сравнению с до-
норами больные ЦП исходно отличались повы-
шенной продукцией ряда про-/противовоспа-
лительных и иммунорегуляторных цитокинов, 
хемокинов и ростовых факторов. При анализе 
спонтанной продукции цитокинов клетками 
крови 3 из 26 цитокинов (IL-9, MIP-1b и IP-10) 
были достоверно повышены, а возрастание еще 
10 цитокинов (TNFα, IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-13, MCP-1, MIP-1α, RANTES и Eotaxin) про-
являлось в виде тренда. При этом клетки крови 
больных ЦП сохраняли чувствительность к сти-
мулирующему действию ЛПС. Более того инду-
цированная эндотоксином продукция 11 из 26 
цитокинов (IL-1ra, IL-6, IL-9, IL-15, IL-17, IL-7, 
IL-8, IP-10, MIP-1α, MIP-1b, Eotaxin) значимо 
превышала нормативные значения. 

Полученные результаты согласуются с дан-
ными о возрастании концентрации провоспа-
лительных и иммунорегуляторных цитокинов 
(TNFα, IL-1b, IL-6, IL-17), хемокинов (IL-8, 
IP-10) в сыворотке крови и более активной про-
дукции хемокинов циркулирующими моноцита-
ми [11, 19, 25]. С другой стороны, эти результа-
ты свидетельствуют об участии циркулирующих 
лейкоцитов в поддержании воспалительного ста-
туса при ЦП и возможности использования кле-
ток цельной крови при исследовании эффектив-
ности противо воспалительной терапии. 

Трансплантация костномозговых МНК ока-
зывала минимальное влияние на спонтанную 
продукцию цитокинов, которое проявлялось 
незначительным снижением продукции IL-4 
и IL- 5. В то же время трансплантация МСК при-
водила к статистически достоверному снижению 
спонтанной продукции 20 из 26 анализируемых 
цитокинов, включая все 4 медиатора из группы 
про-/противовоспалительных цитокинов (IL-1b,  
TNFα, IL-1ra, IL-10), 7 из 10 иммунорегулятор-
ных цитокинов (IL-2, IFNγ, IL-4, IL-5, IL-6,  
IL-13, IL-15), 6 из 7 хемокинов (IL-8, IP-10, 
MIP- 1α, MIP-1b, RANTES, Eotaxin) и 3 из 5 ро-
стовых фактора (IL-7, FGF-b, PDGF).

По сравнению с донорами у больных 
ЦП отмечалось значимое усиление ЛПС-
стимулированной продукции IL-1ra, IL-6, IL- 9, 
IL-15, IL-17, IL-7, а также хемокинов: IL-8, 
IP- 10, MIP-1α, MIP-1b, Eotaxin. После введе-
ния МНК регистрировалось умеренное ослабле-
ние индуцированной продукции IL-17 и Eotaxin. 
Вместе с тем дополнительно усиливалась продук-
ция G-CSF, IL-10 и VEGF, и их уровень значимо 
превышал таковой у доноров.
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В свою очередь трансплантация МСК сопро-
вождалась значимым снижением 18 из 26 цито-
кинов, включая про-/противовоспалительные 
цитокины (IL-1b, TNFα, IL-1ra), иммунорегуля-
торные цитокины (IFNγ, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-9, IL-13, IL-15, IL-17), ростовые факторы (IL-7,  
VEGF, FGF-b) и хемокины (IP-10, MIP-1α, 
Eotaxin). За исключением IL-12 (продукция ко-
торого снижалась ниже нормы), профиль цито-
кинов, секретируемых клетками крови больных 
ЦП в ответ на ЛПС, после окончания КТ досто-
верно не отличался от показателей здоровых до-
норов.

Нормализация спонтанной и ЛПС-
индуцированной продукции цитокинов после 
трансплантации МСК, свидетельствует об осла-
блении воспалительной активности клеток кро-
ви и снижении их реактивности к эндотоксину. 
Супрессорный эффект МСК на цитокин-секре-
торную функцию клеток может опосредоваться 
через различные паракринные механизмы, по-
скольку хорошо известно, что МСК активно про-
дуцируют широкий спектр иммуносупрессорных 
медиаторов (IDO, PGE2, TGF-b, HGF, TSG-6, 
HLA-G, galectin-3 и др.) [15, 28, 31, 48]. ЛПС 
и активация его рецептора TLR4 имеют прямое 
отношение к развитию фиброза, поскольку в ус-
ловиях повышенной проницаемости кишечной 
стенки эндотоксин попадает в циркуляцию и мо-
жет активировать клетки крови к продукции про-
воспалительных цитокинов и хемокинов, а также 
подавлять экспрессию ингибиторного TGF-b1 
псевдорецептора, что приводит к активации 
фиброгенной активности звездчатых клеток/
миофибробластов [8, 56]. Поэтому снижение ре-
активности клеток крови к ЛПС может ограни-
чивать их профиброгенную активность. 

Сравнивая иммуномодулирующие эффек-
ты МНК и МСК можно заключить, что они 
существенно различались. Действие МНК 
проявлялось умеренным снижением исходно по-
вышенной спонтанной продукции про- и про-
тивовоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1ra), 
хемокинов (MIP-1α, RANTES), а также Th2-
цитокинов (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13), обладающих 
профиброгенной активностью [20, 36, 40, 55]. Эф-
фект МНК в отношении ЛПС-стимулированной 
продукции цитокинов проявлялся умеренным 
ослаблением синтеза IL-17 и Eotaxin, уровень ко-
торых уже не отличался от нормативного, а также 
значимым усилением продукции IL-10, G-CSF 
и VEGF, обладающих, по данным литературы, 
иммуносупрессорной активностью [14, 18, 30]. 

В то же время МСК оказывали четкое имму-
носупрессивное влияние в отношении спонтан-
ной и ЛПС-индуцированной продукции цитоки-

нов как на уровне отдельных медиаторов, так и 
сформированных функциональных семейств/
групп цитокинов (табл. 1-3). Характерно, что, 
несмотря на однонаправленное (ингибирующее) 
действие МСК на цитокин-секреторную функ-
цию клеток крови, их эффект включал элемент 
иммуномодуляции. Так, супрессивный эффект 
МСК на продукцию цитокинов наиболее ярко 
проявлялся у пациентов с декомпенсированным 
ЦП вирусной этиологии, которые исходно отли-
чались гиперпродукцией цитокинов, тогда как в 
оппозитной группе больных ЦП класса А неви-
русной этиологии ингибирующий эффект МСК 
был менее выраженным. 

Поскольку введению МСК предшествовала 
трансплантация костномозговых МНК, нельзя 
было исключить, что наблюдаемая по заверше-
нии курса КТ нормализация цитокинового про-
филя связана с отсроченным влиянием МНК. 
Однако корреляционный анализ выявил нали-
чие обратных взаимосвязей между количеством 
введенных МСК и уровнем продукции TNFα, 
IL-1b, IL-1ra, IL-10, IL-6, IL-15, G-CSF, IL-8, 
MCP-1, MIP-1α и MIP-1b. В то же время доза 
МНК не коррелировала с продукцией цитоки-
нов, определяемых как на 2-3 сутки после вве-
дения МНК (за исключением TNFα, rS = -0,51; 
p = 0,025), так и по завершении курса КТ. Таким 
образом, выраженный иммунорегуляторный эф-
фект КТ, проявляющийся в нормализации цито-
кинового профиля, был обусловлен, прежде все-
го, действием МСК. 

Экспериментальные исследования в моде-
ли фиброза печени свидетельствуют, что улуч-
шение функции печени после трансплантации 
МСК сопряжено с подавлением воспалительной 
реакции и фиброгенеза [6, 16, 26, 53]. При этом 
эффект внутривенного введения МСК проявля-
ется снижением экспрессии провоспалительных 
и профиброгенных цитокинов (мРНК IL-1b,  
IL-6, TNFα и TGF-b) и возрастанием сывороточ-
ного уровня IL-10 [60]. Тем не менее в тех же экс-
периментальных моделях ряд других авторов 
не обнаружили указанных эффектов МСК [13, 
39]. Относительно сведений о противовоспали-
тельном эффекте КМК у больных ЦП, такие дан-
ные полностью отсутствуют. С этой точки зрения 
нами впервые показано, что последовательное 
введение аутологичных костномозговых МНК 
и МСК больным ЦП нормализует цитокиновый 
профиль за счет снижения гиперпродукции ци-
токинов из различных функциональных групп. 

Полученные нами данные отчасти согласу-
ются с результатами Zhao W. с соавт. [60], однако 
в отличие от этих авторов мы выявили сниже-
ние исходно повышенной продукции как про-, 
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так и противовоспалительных цитокинов. Выяв-
ленные различия, очевидно, связаны с исполь-
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лись по экспрессии генов с помощью RT-PCR), 
а также с патогенетическими особенностями 
фиброгенеза в модели CCL4-индуцированного 
поражения печени у животных (крыс) и ЦП у че-
ловека.
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КЛЕТОЧНАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К ИНТЕРФЕРОНУ-α2 IN 
VITRO У ДЕТЕЙ С ИНФЕКЦИОННЫМ МОНОНУКЛЕОЗОМ, 
ВЫЗВАННЫМ ВИРУСОМ ЭПШТЕЙНА-БАРР
Куртасова Л.М.1, Шакина Н.А.2, Шмидт А.Р.2
1 ГБОУ ВПО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
2 КГБУЗ «Красноярский краевой центр по профилактике и борьбе со СПИД», г. Красноярск, Россия

Резюме. Цель исследования – изучение клеточной чувствительности лейкоцитов крови in vitro 
к интерферону-α2 у детей с инфекционным мононуклеозом, вызванным вирусом Эпштейна-Барр 
в острый период заболевания.

Обследованы 65 детей в возрасте 4-6 лет в острый период инфекционного мононуклеоза, вызван-
ного вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ). Контрольную группу составили 36 практически здоровых де-
тей. Клеточную чувствительность лейкоцитов крови к интерферону-α2 in vitro определяли способом 
Л.М. Куртасовой с соавт. (2007). Хемилюминесценцию лейкоцитов крови изучали методом De Sole et 
al. (1983).

У детей с ВЭБ-инфекцией в острый период заболевания отмечается уменьшение диапазона кле-
точной чувствительности лейкоцитов крови к интерферону-α2 и наблюдается зависимость клеточ-
ной чувствительности от дозы препарата и тяжести заболевания.

Полученные данные свидетельствуют о необходимости индивидуального подхода к интерфероно-
терапии у детей с инфекционным мононуклеозом, вызванным вирусом Эпштейна-Барр.
Ключевые слова: клеточная чувствительность, лейкоциты крови, интерферон, вирус Эпштейна-Барр

IN VITRO CELLULAR RESPONSE TO INTERFERON-α2 IN 
CHILDREN WITH INFECTIOUS MONONUCLEOSIS CAUSED BY 
EPSTEIN-BARR VIRUS
Kurtasova L.M.a, Shakina N.A.b, Schmidt A.R.b
a Krasnoyarsk State V.F. Voyno-Yasenetsky Medical University, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Krasnoyarsk Regional Center for Prevention and Control of AIDS, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Our objective was to study in vitro response of blood leukocytes to IFNα2 in children with 
infectious mononucleosis, caused by the Epstein-Barr virus, during the acute phase of disease. Patients and 
methods. Sixty-five children at the age of 4 to 6 years, being in acute phase of infectious mononucleosis caused 
by the Epstein-Barr virus (EBV) were under study. The control group consisted of 36 healthy children. In vitro 
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response of blood leukocytes to IFNα2 was determined by the original technique (L.M. Kurtasova et al., 2007). 
Chemiluminescence of the blood leukocytes was studied according to De Sole et al. (1989). Results. We observed 
that clinical condition of the children with EBV infection in acute phase of the disease was characterized by 
decreased ranges of blood leukocyte response to IFNα2, and dependence of the cellular response on the dose, 
as well as severity of the disease. In conclusion, these data suggest a need for individual strategy of interferon 
therapy for the children with infectious mononucleosis caused by the Epstein-Barr virus. 
Keywords: cell response, blood leucocytes, interferon, Epstein-Barr virus

Введение
В настоящее время инфекционный моно-

нуклеоз, вызванный вирусом Эпштейна-Барр 
(ВЭБ), рассматривается как заболевание иммун-
ной системы. Активная пролиферация вируса 
во всех органах, имеющих лимфоидную ткань, 
приводит к структурным изменениям, затрагива-
ющим все звенья иммунной системы [3, 6, 7, 8].

На сегодняшний день проблема иммунокор-
рекции при инфекционном мононуклеозе у детей 
по-прежнему остается одной из самых сложных, 
не достаточно изученных и важных. В то же вре-
мя применение интерферонов (IFN) открыло но-
вую эру в терапии вирусных инфекций у детей.

Известно, что IFN, кроме противовирусно-
го и антипролиферативного действия, обладают 
ярко выраженными иммуномодулирующими 
свойствами: повышают активность NK-клеток, 
процессы фагоцитоза и цитотоксичность ней-
трофильных гранулоцитов. Также влияют на экс-
прессию мембранных рецепторов, изменяя то-
пографию мембраны, воздействуя на продукцию 
и секрецию внутриклеточных белков и актив-
ность ферментных систем, в частности запускают 
ферментативные реакции окисления с образо-
ванием активных форм кислорода. В целом под 
действием IFN развивается целый каскад реак-
ций, проявляющихся на клеточном, системном 
и организменном уровне [1, 2].

Между тем до сих пор не разработаны терапев-
тические подходы к интерферонотерапии у детей 
с инфекционным мононуклеозом, вызванным 
вирусом Эпштейна-Барр, с учетом варианта те-
чения и тяжести заболевания, а также индивиду-
альной чувствительности больного к интерферо-
новым препаратам.

В связи с чем целью настоящего исследования 
явилось изучение клеточной чувствительности 
лейкоцитов крови in vitro к интерферону-α2 у де-
тей с инфекционным мононуклеозом, вызван-
ным вирусом Эпштейна-Барр в острый период 
заболевания. 

Материалы и методы
Обследованы 65 больных инфекционным 

мононуклеозом, вызванным вирусом Эпштейна-
Барр, в возрасте 4-6 лет со средней степенью 
тяжести (47 чел.) и тяжелой формой (18 чел.) за-
болевания в острую фазу (2-5-й день болезни). 
Контрольную группу составили 36 практически 

здоровых детей аналогичного возрастного диа-
пазона.

Диагноз инфекционного мононуклеоза, вы-
званного вирусом Эпштейна-Барр, верифици-
ровали методом ПЦР с применением набора ре-
агентов для выявления ДНК ВЭБ в лимфоцитах 
крови фирмы «ДНК-технологии» (Москва) и ме-
тодом ИФА с использованием тест-систем фир-
мы «Human» (Германия) определяли IgM VCA, 
IgG EA-D, IgG EBNA-1 в сыворотке крови. Все 
больные дети имели положительный результат 
на ДНК ВЭБ в лимфоцитах крови и серологи-
ческие маркеры острой ВЭБ-инфекции (ВЭБ – 
VCA IgM, ВЭБ – EA-D IgG).

Индивидуальную клеточную чувствительность 
к реаферону (интерферон-α2) in vitro определяли 
способом Л.М. Куртасовой с соавт. [4], исследуя 
хемилюминесцентный ответ (ХЛ) лейкоцитов 
крови без воздействия реаферона и при наличии 
разных доз препарата в реакционной среде. ХЛ-
анализ проводили по методу De Sole et al. [5].

Оценку люминолзависимой хемилюминесцен-
ции лейкоцитов крови проводили на хемилюми-
несцентном анализаторе «СL 3604» (Россия) в те-
чение 90 мин. Определяли следующие показатели: 
время выхода на максимум (Tmax), максимальное 
значение (Imax) и площадь (S) под хемилюминес-
центной кривой. В качестве индуктора «дыхатель-
ного взрыва» использовали опсонизированный 
зимозан в концентрации 2 мг/мл («Sigma», США). 
Усиление хемилюминесценции, индуцированной 
зимозаном, относительно спонтанной хемилюми-
несценции оценивали соотношением S зим./Sспон. 
и определяли как индекс активации (ИА).

Концентрация реаферона в пробах рассчиты-
валась исходя из среднего количества лейкоцитов 
в периферической крови ребенка 4-6 лет, коли-
чества клеток в пробе и лечебных доз реаферона. 
Дозы реаферона для расчетов составили 500 тыс. 
МЕ, 1 млн МЕ и 1,5 млн МЕ.

Реакционная смесь в контрольной пробе со-
держала 200 мкл лейкоцитарной взвеси, 20 мкл 
донорской сыворотки, 240 мкл раствора Хенкса 
и 50 мкл люминола.

Опытная проба № 1 содержала 200 мкл лейко-
цитарной взвеси, 20 мкл донорской сыворотки, 
230 мкл раствора Хенкса, 10 мкл реаферона и 50 
мкл люминола.

Опытная проба № 2 содержала 200 мкл лейко-
цитарной взвеси, 20 мкл донорской сыворотки, 
220 мкл раствора Хенкса, 20 мкл реаферона и 50 
мкл люминола. 
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Опытная проба № 3 содержала 200 мкл лейко-
цитарной взвеси, 20 мкл донорской сыворотки, 
210 мкл раствора Хенкса, 30 мкл реаферона и 50 
мкл люминола. 

Статистический анализ результатов исследо-
вания проводили с помощью пакета прикладных 
программ Statistica v. 6.0 (Stat Soft, Ins., США).

Описание количественных признаков выбор-
ки производили с помощью подсчета медианы 
(Ме) и интерквартильного размаха в виде 25 и 75 
процентилей (Q25 и Q75).

Статистическую значимость различий между 
показателями независимых выборок оценивали 
по непараметрическому U-критерию Манна–Уит-
ни. Статистическую значимость различий между 
показателями зависимых выборок оценивали 
по непараметрическому Т-критерию Вилкоксона. 
Различия считали значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Для того чтобы объективно оценить чувстви-

тельность лейкоцитов крови к реаферону у боль-
ных инфекционным мононуклеозом, вызван-
ным вирусом Эпштейна-Барр, предварительно 
необходимо охарактеризовать клеточный ответ 
на воздействие реаферона в группе здоровых 
детей. Результаты исследования хемилюминес-
центного ответа лейкоцитов крови в группе здо-
ровых детей на воздействие различных доз реафе-
рона in vitro представлены в таблице 1.

Полученные данные свидетельствуют, что 
в группе здоровых детей исследуемая доза ра-
ферона – 0,5 млн МЕ – статистически значимо 
не изменяет регистрируемые в ходе хемилюми-
несцентного анализа параметры.

В то же время воздействие реаферона в до-
зах 1,0 млн МЕ и 1,5 млн МЕ на кинетику спон-
танного хемилюминесцентного ответа, а также 
уровень интенсивности и площадь спонтанной 
кривой хемилюминесценции лейкоцитов крови 
в группе здоровых детей выражается в тенденции 
к снижению этих параметров относительно кон-
трольного уровня (без присутствия реаферона 
в реакционной среде).

Следует отметить, что различные дозы реафе-
рона оказывали влияние на разные показатели 
хемилюминесцентного ответа лейкоцитов крови. 
Так, выраженная тенденция к ускорению времени 
достижения максимума интенсивности спонтан-
ного хемилюминесцентного ответа лейкоцитов 
крови в группе здоровых детей наблюдается при 
воздействии реаферона в дозе 1,0 млн МЕ отно-
сительно контроля и соответствующего параметра 
при воздействии реаферона в дозе 0,5 млн МЕ. 
При этом воздействие реаферона в дозе 1,5 млн 
МЕ вызывает выраженную тенденцию к пониже-
нию максимума «дыхательной вспышки» и умень-
шению площади под хемилюминесцентной кри-
вой относительно контрольных показателей.

Анализ параметров индуцированной опсо-
низированным зимозаном хемилюминесценции 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ИНТЕРФЕРОНА-α2 IN 
VITRO У ЗДОРОВЫХ ДЕТЕЙ (Ме; Q25-Q75)

Показатели 
Контроль 

(n = 36)
1

0,5 млн МЕ
(n = 36)

2

1,0 млн МЕ
(n = 36)

3

1,5 млн МЕ
(n = 36)

4
Спонтанная хемилюминесценция

Tmax (сек.) 973,5
343,5-1777

973
325,5-1666

841,5
253,5-1519,5

0,1 > р1,2 > 0,05

845
518-1650

Imax (о.е.*103) 6,44
2,87-9,67

4,96
2,98-8,51

4,70
2,14-8,30

3,44
2,41-11,28

0,1 > р1 > 0,05

S1 (о.е.*105) 1,40
0,78-3,05

1,16
0,61-2,60

1,08
0,61-2,66

0,98
0,64-3,08

0,1 > р1 > 0,05
Индуцированная хемилюминесценция

Tmax (сек.) 1403
1030,5-1815

1459
1288,5-1962,5

1404
1060-2133

1379,5
1186-1955,5

Imax (о.е.*103) 18,07
11,76-24,21

16,64
10,24-25,76

15,64
8,25-31,52

15,69
9,80-23,19

0,1 > р1 > 0,05

S2 (о.е.*105) 3,34
2,53-5,58

3,31
1,85-6,35

3,11
1,74-7,84

3,11
1,78-5,30
р1 < 0,05

Индекс активации

S2 / S1
2,22

1,18-5,29
2,94

1,18-5,29
2,46

1,32-7,99
2,73

1,53-6,19



82

Kurtasova L.M. et al.
Куртасова Л.М. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

показал, что при дополнительной функциональ-
ной нагрузке лейкоциты крови в группе здоровых 
детей проявляют чувствительность к реаферону 
только в дозе 1,5 млн МЕ. Воздействие реаферона 
в дозе 1,5 млн МЕ на стимулированные опсони-
зированным зимозаном лейкоциты крови приво-
дит к выраженной тенденции понижения макси-
мального уровня хемилюминесцентного ответа 
и статистически значимому уменьшению площа-
ди под хемилюминесцентной кривой по сравне-
нию с контрольными показателями. Необходимо 
отметить, что в группе здоровых детей не наблю-
далось влияния реаферона на показатели индекса 
активации, отражающего компенсаторные воз-
можности лейкоцитов крови. 

Таким образом, можно констатировать, что 
лейкоциты крови у здоровых детей реагируют 
на воздействие реаферона in vitro изменением 
кинетики спонтанного хемилюминесцентного 
ответа и снижением уровня продукции активных 
форм кислорода в дозах 1,0 млн МЕ и 1,5 млн МЕ 
и не изменяют регистрируемых нами параметров 
при воздействии минимальной из исследуемых 
доз реаферона – 0,5 млн МЕ.

В условиях активации при зимозан-стимули-
рованной хемилюминесцентной реакции изме-
нения наблюдаются при воздействии только мак-
симальной из исследуемых доз реаферона – 1,5 
млн МЕ и затрагивают интенсивность свечения 
и площадь под хемилюминесцентной кривой, 
которая отражает суммарное количество высоко-
энергетических оксидантов, продуцированное 
клетками за время анализа.

Также следует отметить, что статистически 
значимого влияния на компенсаторные возмож-
ности лейкоцитов крови, а именно изменения 
такого параметра хемилюминесцентного анали-
за как индекс активации ни одна из исследуемых 
доз реаферона не оказывала. Вероятно, излиш-
няя активация выработки высокоэнергетических 
оксидантов может оказать повреждающее дей-
ствие на лейкоциты, а также возможно истоще-
ние их функционально-метаболических возмож-
ностей. В связи с чем можно предположить, что 
у здоровых детей модулирующее действие реафе-
рона выражается метаболическими изменениями 
в «интересах» клетки.

Результаты изучения показателей хемилюми-
несцентного ответа лейкоцитов крови в группе 
больных инфекционным мононуклеозом, вы-
званным вирусом Эпштейна-Барр средней сте-
пени тяжести, в острый период заболевания 
на воздействие различных доз реаферона in vitro 
представлены в таблице 2.

Проведенный анализ выявил, что реаферон in 
vitro в дозах 1,0 млн МЕ и 1,5 млн МЕ не изменяет 
исследуемые нами параметры хемилюминесцен-

ции лейкоцитов крови в группе больных инфек-
ционным мононуклеозом, вызванным вирусом 
Эпштейна-Барр средней степени тяжести, в от-
личие от группы здоровых детей. В то же время, 
если лейкоциты крови у здоровых детей не реа-
гировали изменением параметров хемилюминес-
ценции на воздействие реаферона в дозе 0,5 млн 
МЕ, то в группе больных инфекционным моно-
нуклеозом, вызванным вирусом Эпштейна-Барр 
средней степени тяжести, отмечалась выражен-
ная тенденция к снижению интенсивности све-
чения и повышению индекса активации относи-
тельно контрольных показателей.

В таблице 3 представлены данные показателей 
хемилюминесценции лейкоцитов крови у боль-
ных инфекционным мононуклеозом, вызванным 
вирусом Эпштейна-Барр, с тяжелой формой забо-
левания в острый период болезни. Из приведен-
ных данных следует, что у больных детей с тяжелой 
формой инфекционного мононуклеоза, вызван-
ного вирусом Эпштейна-Барр, лейкоциты крови 
in vitro реагируют изменением хемилюминесцент-
ного ответа только на присутствие в реакционной 
среде реаферона в максимальной из исследуемой 
нами концентрации – 30 мкл реаферона, что соот-
ветствует лечебной дозе – 1,5 млн МЕ.

Под действием реаферона в 2,25 раза 
(0,1 > p > 0,05) замедляется время выхода на мак-
симум спонтанной хемилюминесцентной кри-
вой относительно контрольных величин. Ана-
лиз показателей индуцированной зимозаном 
хемилюминесценции лейкоцитов крови позво-
лил выявить статистически значимое снижение 
интенсивности свечения и индекса активации 
относительно контрольного уровня.

Необходимо отметить, что только в данной 
группе обследуемых пациентов наблюдается 
снижение индекса активации лейкоцитов кро-
ви в ответ на воздействие реаферона in vitro, чего 
не выявлено ни в группе здоровых детей, ни в 
группе больных инфекционным мононуклеозом, 
вызванным вирусом Эпштейна-Барр со средней 
степенью тяжести заболевания (табл. 1, 2, 3). 

Исследование параметров индуцированной 
зимозаном in vitro хемилюминесценции лейкоци-
тов крови у больных инфекционным мононукле-
озом, вызванным вирусом Эпштейна-Барр, пока-
зало, что независимо от тяжести заболевания под 
действием реаферона из всех исследуемых нами 
показателей хемилюминесцентного ответа изме-
няется только величина индекса активации (табл. 
2, 3). При этом установлены разнонаправленные 
изменения этого показателя относительно кон-
троля у наблюдаемых больных в зависимости 
от тяжести заболевания. Так, если в группе боль-
ных со средней степенью тяжести величина ин-
декса активации имела тенденцию к повышению 
под действием реаферона, то в группе больных 
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с тяжелой формой заболевания отмечалась про-
тивоположная направленность изменения данно-
го показателя, а именно статистически значимое 
снижение относительно контрольного уровня. 
В то же время обнаружено, что лейкоциты крови 
у больных, имеющих среднюю степень тяжести 
заболевания изменяют величину индекса актива-
ции под влиянием реаферона в дозе 0,5 млн МЕ, 

а у больных с тяжелой формой инфекционного 
мононуклеоза, вызванного вирусом Эпштейна-
Барр, индекс активации изменяется при воздей-
ствии реаферона в дозе 1,5 млн МЕ (табл. 2, 3).

Следовательно, результаты проведенного 
исследования установили у больных инфекци-
онным мононуклеозом, вызванным вирусом 
Эпштейна-Барр, в острый период заболевания 

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ИНТЕРФЕРОНА-α2  
IN VITRO У БОЛЬНЫХ ИНФЕКЦИОННЫМ МОНОНУКЛЕОЗОМ СРЕДНЕЙ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ (Ме; Q25-Q75)

Показатели 
Контроль 

(n = 47)
1

0,5 млн МЕ
(n = 47)

2

1,0 млн МЕ
(n = 47)

3

1,5 млн МЕ
(n = 47)

4
Спонтанная хемилюминесценция

Tmax (сек.) 469,00
194,00-1025,00

365,00
199,00-1296,00

486,00
196,00-1500,00

432,00
432,00-1637,00

Imax (о.е.*103) 3,56
2,16-7,95

3,12
1,59-6,63

0,1 > p1 > 0,05 

3,49
1,56-6,99

3,92
1,70-7,68

S1 (о.е.*105) 1,57
0,65-3,05

1,33
0,55-3,65

1,46
0,78-3,10

1,53
0,55-3,33

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax (сек.) 1539,00
1189,00-2235,00

1632,00
1248,00-2369,00

1632,00
1264,00-1956,00

1683,00
1225,00-2253,00

Imax (о.е.*103) 22,36
5,92-41,80

19,63
7,42-42,93

18,54
7,11-42,69

16,64
7,94-45,06

S2 (о.е.*105) 7,08
1,90-16,60

6,06
2,52-17,10

5,74
2,08-16,90

6,38
2,04-18,60

Индекс активации

S2 / S1
4,18

2,07-6,90

5,63
2,00-9,41

0,1 > р1 > 0,05

5,77
1,99-10,68

4,50
2,26-8,26

ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ИНТЕРФЕРОНА-α2  
IN VITRO У БОЛЬНЫХ ТЯЖЕЛОЙ ФОРМОЙ ИНФЕКЦИОННОГО МОНОНУКЛЕОЗА (Ме; Q25-Q75)

Показатели 
Контроль 

(n = 18)
1

0,5 млн МЕ
(n = 18)

2

1,0 млн МЕ
(n = 18)

3

1,5 млн МЕ
(n = 18)

4
Спонтанная хемилюминесценция

Tmax (сек) 350,00
216,00-1300,00

252,00
207,00-1517,00

261,50
216,00-1059,00

788,50
788,50-1722,00
0,1 > p1 < 0,05

Imax (о.е.*103) 4,20
2,64-6,05

4,05
2,94-6,06

4,22
2,92-6,23

4,07
2,84-6,56

S1 (о.е.*105) 1,66
0,73-3,04

1,74
1,43-2,47

1,61
1,23-2,89

1,80
1,12-3,30

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax (сек) 1610,50
912,00-2302,00

1660,50
1025,00-2054,00

1825,50
972,00-2193,00

1890,50
864,00-2303,00

Imax (о.е.*103) 11,89
7,14-37,30

14,19
5,12-27,39

11,70
7,31-26,05

9,63
4,04-23,69
p1 < 0,05

S2 (о.е.*105) 4,51
2,78-15,48

4,23
2,23-15,90

4,44
2,25-15,65

4,20
1,95-10,70

Индекс активации

S2 / S1
3,15

1,63-5,67
2,73

1,09-6,86
2,69

1,63-5,82

2,31
1,59-3,44
 р1 < 0,05
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уменьшение диапазона клеточной чувствитель-
ности in vitro лейкоцитов крови к реаферону, 
по сравнению с группой здоровых детей. 

Вероятно, выявленные изменения могут быть 
связаны со снижением на поверхности лейкоци-
тов у больных инфекционным мононуклеозом, 
вызванным вирусом Эпштейна-Барр, в острый 
период заболевания достаточного количества 
специфических рецепторов к реаферону или на-
рушением сигнал-передающего аппарата клетки 
в целом, возможно, обусловленные цитотоксиче-
ским действием вируса. Кроме того, обнаружена 
зависимость клеточной чувствительности in vitro 
лейкоцитов крови у больных инфекционным 
мононуклеозом, вызванным вирусом Эпштейна-
Барр, от тяжести заболевания.

Заключение 
Результаты проведенного исследования вы-

явили особенности клеточной чувствительности 
лейкоцитов крови in vitro к интерферону-α2 у де-
тей в острый период инфекционного мононукле-
оза, вызванного вирусом Эпштейна-Барр. Кроме 
того, установлено, что клеточная чувствитель-
ность лейкоцитов крови in vitro к интерферону-α2 
у данной категории больных в острый период бо-
лезни зависит от исследуемой дозы цитокина и от 
тяжести заболевания. Таким образом, полученные 
нами данные свидетельствуют о необходимости 
персонифицированного подхода к интерфероно-
терапии у больных инфекционным мононуклео-
зом, вызванным вирусом Эпштейна-Барр. 
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ФЕРМЕНТЫ ПУРИНОВОГО МЕТАБОЛИЗМА  
В ИММУНОПАТОГЕНЕЗЕ ФИБРОЗНО-
КАВЕРНОЗНОГО ТУБЕРКУЛЕЗА ЛЕГКИХ

Дьякова М.Е., Журавлев В.Ю., Эсмедляева Д.С., Перова Т.Л.

ФГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт фтизиопульмонологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Возникновение и развитие туберкулеза легких практически всегда сопровождается явлениями 
дисфункции со стороны иммунной системы. Ключевые ферменты пуринового метаболизма – адено-
зиндезаминаза (АДА и ее изоферменты – АДА-1, АДА-1 в комплексе с протеином и АДА-2) и экто-
5’-нуклеотидаза (5’-НК), контролирующие уровень аденозина, играют важную роль в регуляции 
клеточного иммунитета. Показатели пуринового метаболизма были нами сопоставлены с продукци-
ей цитокинов у больных фиброзно-кавернозным туберкулезом легких (ФКТ) с выраженным спец-
ифическим процессом. В результате наших исследований выявлены ассоциации между продукцией 
цитокинов и показателями пуринового метаболизма, отражающие важную роль последних в имму-
нопатогенезе гиперхронического специфического процесса. Главным образом это относится к аде-
нозиндезаминазе: АДА-1 и АДА-2 являются антагонистами в регулировании IL-17 и IL-18. Отме-
ченное значимое снижение активности внутриклеточной АДА-1, концентрации CD26 и отсутствие 
ассоциации между ними наряду с ростом активности экто-АДА-2 в целом характерно для больных 
ФКТ, как возможной модели неблагоприятного по прогнозу развития гиперхронического специфи-
ческого процесса и согласуется с функциональным истощением иммунокомпетентных клеток. От-
сутствие комплексов АДА с эктопептидазами приводит к дисбалансу между поступлением аденози-
на и его дезаминированием. Увеличение концентрации внеклеточного аденозина при выраженном 
специфическом процессе может нарушать метаболизм иммунокомпетентных клеток, усугублять те-
чение патологического процесса, в том числе способствуя усилению и прогрессированию легочного 
фиброза. 

Ключевые слова: туберкулез, аденозиндезаминаза, 5’-нуклеотидаза, CD26, цитокины, мононуклеары
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ROLE OF PURINE METABOLISM ENZYMES IN IMMUNE 
PATHOGENESIS OF FIBRO-CAVERNOUS PULMONARY 
TUBERCULOSIS
Dyakova M.Ye., Zhuravlev V.Yu., Esmedlyaeva D.S., Perova T.L.
St. Petersburg Research Institute of the Phthysiopulmonology, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Emergence and development of pulmonary tuberculosis is often accompanied by the signs of 
immune system dysfunction. The key enzymes of purine metabolism, e.g., adenosine deaminase (ADA and its 
isoforms, i.e. ADA1, ADA1 protein complex, and ADA-2), ecto-5’-nucleotidase (5’-NC) controlling adenosine 
levels, may play an important role in regulation of cell-mediated immunity. We have correlated the parameters 
of purine metabolism with cytokine production in patients with fibro-cavernous pulmonary tuberculosis 
(FCT) with a severe specific process. Our studies have revealed an association between cytokine production 
and purine metabolism indexes, thus reflecting an important role of the latters in immunopathogenesis of 
the hyperchronic specific disorder. It is mainly referred to adenosine deaminase (ADA1 and ADA2) which 
are antagonistic in regulation of IL-17 and IL-18. A significantly decreased activity of intracellular ADA1, 
lowered CD26 concentrations, with lacking intercorrelation, along with increased activity of ecto-ADA-2 is, 
generally, typical to patients with fibrous-cavernous tuberculosis, thus being a possible marker for prediction of 
unfavorable hyperchronic specific process, being consistent with functional depletion of immunocompetent 
cells. Lack of the ADA/ectopeptidase complexes leads to an imbalance between adenosine supply and its 
deamination. Increased extracellular adenosine concentrations in the patients with severe specific processes 
may cause metabolic alterations of immunocompetent cells, thus complicating clinical course of the disease, 
e.g., contributing to enhancement and progression of pulmonary fibrosis.

Keywords: tuberculosis, adenosine deaminase, ecto-5’-nucleotidase, CD26, cytokines, mononuclear cells

Введение
Возникновение и развитие туберкулеза легких 

практически всегда сопровождается явлениями дис-
функции со стороны иммунной системы. Ключе-
вые ферменты пуринового метаболизма – адено-
зиндезаминаза (АДА и ее изоферменты – АДА-1 
и АДА-2) и экто-5’-нуклеотидаза (5’-НК), кон-
тролирующие уровень аденозина, играют важную 
роль в регуляции клеточного иммунитета [7]. АДА-
1 увеличивает пролиферацию CD4+T-клеток, 
стимулирует пролиферацию антиген-активи-
рованных Т-клеток, продуцирующих IFNγ [15]. 
АДА-1 – в комплексе с протеином, идентифици-
рованная как дипептидилпептидаза IV (DPPIV), 
присутствует в качестве эктоэнзима на различных 
клетках [6]. Установлено, что DPPIV – актива-
ционный антиген CD26, способствующий регу-
ляции продукции цитокинов за счет активации 
Т-лимфоцитов [10, 14]. Образование комплек-
са CD26 с АДА-1 на мембране Т-лимфоцитов 
индуцирует костимуляторный эффект в актива-
ции Т-клеток, что приводит к усилению продук-
ции Th1-клеток и провоспалительных цитокинов 
[14]. АДА-2 увеличивает пролиферацию CD4+T-
клеток, индуцирует дифференциацию моноцитов 
в макрофаги с последующей пролиферацией ма-
крофагов. Уровень секреции АДА-2 макрофагами 
ингибирует IFNγ [15].

Важным антигеном иммунокомпетентных 
клеток является экто-5’-нуклеотидаза, регулируя 
их созревание и адгезию к эндотелию [12]. 

Ранее нами было показано, что при туберку-
лезе легких повышение активности АДА в сыво-
ротке крови отражает выраженность угнетения 
клеточного звена иммунитета и может исполь-
зоваться в качестве ориентировочного теста 
функционального состояния иммунной систе-
мы [2, 4]. 

Цель исследования – изучить взаимосвязь 
ферментов пуринового метаболизма с продукци-
ей цитокинов для понимания их роли в иммуно-
патогенезе специфического процесса у больных 
фиброзно-кавернозным туберкулезом легких, 
как возможной модели неблагоприятного по про-
гнозу развития гиперхронического специфиче-
ского процесса.

Материалы и методы
Обследован 21 больной фиброзно-кавер-

нозным туберкулезом легких с выраженным 
специфическим процессом (ФКТ) (16 мужчин 
и 5 женщин) в возрасте 22,0-62,0 лет (М-38,0) 
на фоне подготовке к этапу хирургического ле-
чения. В референсную (контрольную) группу 
были включены 30 практически здоровых доно-
ров с сопоставимыми характеристиками по полу 
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и возрасту. Активность АДА, 2-дезоксиАДА в сы-
воротке крови и в лизатах мононуклеаров (мн), 
получаемых путем повторного замораживания 
и оттаивания, регистрировали методом G. Giusti 
(1974). По результатам их одновременного иссле-
дования рассчитывали активность изофермен-
тов АДА-1 и АДА-2. Уровень 5’-НК в сыворотке 
крови, CD26 в сыворотке, мононуклеарах крови 
определяли иммуноферментным набором Elisa 
(Ecto NT5E, «USCN», Китай и Human sCD26 
Platinum ELISA, «eBioscience», Австрия). 

Концентрацию цитокинов (IL-10, IL-17, 
IL- 18), IFNγ, TNFα в цельной крови, индуциро-
ванных туберкулином (PPD или туберкулин) и не 
стимулированных, определяли методом иммуно-
ферментного анализа, используя тест-системы 
производства «Вектор-Бест» (г. Новосибирск) 
в соответствии с инструкциями производите-
ля. PPD является смесью более чем 200 белков 
M. Tuberculosis (Mtb) [1].

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием пакета прикладных про-
грамм Statistica 7.0. Метрические показатели 
представлялись в виде среднего и ошибки сред-
него (Х±m), порядковые в виде минимум-макси-
мум. Оценка достоверности различия метриче-
ских показателей проводилась с использованием 
непараметрического U-критерия Вилкоксона–
Манна–Уитни, проверка значимости результатов 
ранговых коэффициентов корреляции Спирмена 
на основе статистики Стьюдента.

Результаты и обсуждение
У больных ФКТ, по сравнению с референс-

ной группой, выявлены изменения показателей 
пуринового метаболизма. В сыворотке крови 
отмечен рост активности АДА (20,6±2,28 ед/л 

против 14,1±0,24 ед/л; р = 0,0004) за счет увели-
чения АДА-2 (экто-АДА-2; 17,5±1,99 ед/л про-
тив 10,97±0,24 ед/л; р = 0,00005) при снижении 
активности АДА-1 (экто-АДА-1; 3,09±0,63 ед/л 
против 3,27±0,16 ед/л; р = 0,03). И, как след-
ствие этого, выявлено нарушение динамического 
равновесия изоферментного спектра АДА: сни-
жение доли АДА-1 и рост АДА-2 (15,28±2,94 про-
тив 23,64±1,17; р = 0,00008 и 84,72±2,94 против 
78,26±1,5; р = 0,002 для АДА-1/АДА и АДА-2/
АДА соответственно).

В мононуклеарах выявлено снижение актив-
ности АДА (р = 0,002) за счет уменьшения АДА-
1мн (р = 0,00004) при сохранении в пределах ре-
ференсного диапазона АДА-2мн (рис. 1.). Доля 
каждого изофермента в общей активности АДА 
в мононуклеарах не отличалась от референсных 
значений, что указывало на сохранение в них пу-
ринового гомеостаза. 

Уровень CD26 был снижен как в сыворот-
ке (467,4±88,0 нг/мл против 710,0±59,6 нг/мл; 
р = 0,02) (растворимая форма эктопептидазы), 
так и в мононуклеарах (4,6±1,2 нг/106 против 
20,56±4,2 нг/106; р = 0,0004). Напротив, уровень 
другой эктопептидазы – 5’-НК – превышал ре-
ференсный диапазон в 4,1 раза (0,91±0,20 нг/мл 
против 0,23±0,09 нг/мл; р = 0,01).

АДА-2 экспрессируется моноцитами/макро-
фагами в ответ на инвазию патогенов (Mtb) в ме-
ста с высокой концентрацией аденозина и низким 
pH [15]. У больных ФКТ по отсутствию связей 
между показателями АДА сыворотки и монону-
клеаров можно предположить, что рост активно-
сти внеклеточной АДА-2 происходит вследствие 
разрушения (лизиса) макрофагов. 

Установленная у больных ФКТ отрицатель-
ная взаимосвязь между CD26 сыворотки и мо-

Рисунок 1. Показатели внутриклеточной активности аденозиндезаминазы у больных ФКТ
Примечание. х – значимое отличие от референсной группы.
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нонуклеаров (r = -0,48, p = 0,04) может свиде-
тельствовать о возможности происхождения 
растворимой формы эктопептидазы вследствие 
секреции из мононуклеаров, так как появление 
растворимой формы CD26 может быть частич-
но связано с протеолитическим расщеплением  
и/или секрецией клеточной CD26 [8]. 

Проведенный корреляционный анализ не вы-
явил ассоциаций между активностью АДА и уров-
нем эктопептидаз, но у больных ФКТ зарегистри-
ровано снижение активности АДА-1 сыворотки 
(экто-АДА-1). CD26 – сенсор экто-АДА, экспрес-
сируемой из клетки или освобождаемой после ги-
бели клетки, Возможно, при ФКТ именно после 
гибели (лизиса) клеток появилась экто-АДА-1, 
которая могла образовать комплекс с CD26, обра-
зование которого может индуцировать костиму-
ляторный ответ в активации Т-клеток, независи-
мо от энзиматической активности [13, 14]. 

Показатели пуринового метаболизма были 
сопоставлены с продукцией цитокинов. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о разнона-
правленной спонтанной продукции цитокинов, 
участвующих в запуске и контроле воспалитель-
ных и клеточно-опосредованных иммунных реак-
ций: повышение секреции IL-18 (90,0±7,1 пг/ мл 
против 56,9±13,7 пг/мл; р = 0,0015) наряду 
со снижением уровня TNFα (2,66±1,41 пг/мл 
против 11,24±2,5 пг/мл; р = 0,04) и сохранением 
в пределах референсного диапазона продукции 
IL-17 и IFNγ. Уровень базальной продукции им-
муносупрессорного цитокина IL-10 был аналоги-
чен таковому в референсной группе. Интенсив-
ность секреции провоспалительных цитокинов 
(рис. 2), индуцированных специфическим анти-
геном PPD, также была разнонаправленной: от-
мечен рост IFNγ (р = 0,001) и IL-18 (р = 0,0001) 
наряду со снижением уровня TNFα (р = 0,048) 

и сохранением продукции IL-17 в пределах рефе-
ренсных величин из-за большой вариабельности 
индивидуальных значений. А уровень секреции 
противовоспалительного и иммуносупрессорно-
го цитокина IL-10 был снижен (р = 0,0028). 

Выявленная нами у больных ФКТ усиленная 
секреция IFNγ, индуцированная PPD может сви-
детельствовать о сохранении при наличии гипер-
хронического течения специфического процесса 
выраженного клеточного специфического ответа. 
При проведении корреляционного анализа выявле-
на положительная связь между разнонаправленны-
ми уровнями IFNγ и TNFα, стимулированными 
туберкулином (r = 0,67; p = 0,05), иллюстрирую-
щая синергичную продукцию данных цитокинов, 
необходимую для контроля Mtb [9]. При этом не вы-
явлена взаимосвязь между повышенной продукцией 
IFNγ и IL-18, плейотропным провоспалительным 
цитокином, стимулирующим продукцию IFNγ [5]. 
Способность IL-17 индуцировать секрецию IFNγ 
подтверждает корреляция между данными цитоки-
нами при индукции PPD (r = 0,7; p = 0,05). Выявлен-
ные ассоциации между индуцированной PPD про-
дукцией иммуносупрессорного цитокина IL-10  
и провоспалительных, иммунорегуляторных цито-
кинов IL-18, TNFα (r = 0,68; p = 0,04 и r = 0,74; 
p = 0,037 соответственно) можно охарактеризо-
вать как баланс про- и противовоспалительных 
цитокинов. При этом IL-18 обладает как про-, 
так и противовоспалительной активностью [5]. 
IL-10 ингибирует экспрессию провоспалительных 
цитокинов, в частности TNFα [9]. Дефицит про-
дукции TNFα может обусловливать функциональ-
ную инертность иммуноцитов и, как следствие, 
хронизацию, прогрессирование и неблагоприят-
ное течение туберкулезного процесса [3]. 

При проведении корреляционного анализа 
выявлена ассоциированность показателей пу-

Рисунок 2. Концентрация цитокинов, индуцированных PPD у больных ФКТ 
Примечание. х – значимое отличие от референсной группы.
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ринового метаболизма с продукцией цитокинов 
(табл. 1). АДА обладает костимуляторным эф-
фектом благодаря способности позитивно ре-
гулировать продукцию Th1-цитокинов, в част-
ности TNFα [14]. Снижение активности АДА-1 
приводит к росту аденозина, который ингиби-
рует продукцию провоспалительных цитокинов 
(TNFα), но индуцирует секрецию IL-10 [11]. 
АДА-2 экспрессируется моноцитами в сторону 
повышения аденозина и у больных ФКТ отмечен 
рост активности АДА-2, которая дезаминирует 
внеклеточный аденозин, что, вероятно, и объ-
ясняет обратную связь АДА-2 и IL-10. Интерес-
но отметить разнонаправленность корреляций 
между провоспалительными цитокинами (IL-17 
и IL-18) и АДА-1 и АДА-2, т.е. лимфоцитарно-
го и моноцитарного звена иммунитета. АДА-1 
позитивно регулирует IL-17 (Th17), а АДА-2 –  
IL-18 (Th1-путь иммунного ответа). Значительный 
рост АДА-2 согласуется с активностью процесса,  
а IL-18 может выступать в качестве патогенети-

ческого фактора в формировании заболеваний, 
сопровождающихся острым и хроническим вос-
палением [5]. Выявленная обратная корреляция 
между индуцированной PPD продукцией IFNγ 
и уровнем CD26 иллюстрирует способность 
IFNγ регулировать экспрессию CD26 и функцию 
DPPIV [6]. Принимая во внимание полученную 
обратную связь между уровнем 5’-НК и продук-
цией IL-10, можно предположить недостаточ-
ность концентрации аденозина для усиления 
продукции данного иммунносупрессорного ци-
токина.

Выявленные корреляционные связи между 
продукцией цитокинов и показателями пури-
нового метаболизма отражают важную роль по-
следних в иммунопатогенезе гиперхронического 
специфического процесса. Главным образом это 
относится к аденозиндезаминазе: АДА-1 и АДА-2  
являются антагонистами в регулировании IL-17 
и IL-18; АДА-1 регулирует Th1- и Th17-, а АДА-
2 – Th1- и Th2-пути иммунного ответа. 

Отмеченное значимое снижение активности 
внутриклеточной АДА-1, концентрации CD26 
и отсутствие ассоциации между ними, наряду 
с ростом активности экто-АДА-2, в целом харак-
терно для больных ФКТ, как возможной модели 
неблагоприятного по прогнозу развития гипер-
хронического специфического процесса и со-
гласуется с функциональным истощением имму-
нокомпетентных клеток. Отсутствие комплексов 
АДА с эктопептидазами (CD26 и 5’-НК) приво-
дит к дисбалансу между поступлением аденозина 
и его дезаминированием. Увеличение концентра-
ции внеклеточного аденозина при выраженном 
специфическом процессе может нарушать мета-
болизм иммунокомпетентных клеток, усугублять 
течение патологического процесса, в том числе 
способствуя усилению и прогрессированию ле-
гочного фиброза. 

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ КОРРЕЛЯЦИОННОГО 
АНАЛИЗА МЕЖДУ ФЕРМЕНТАМИ ПУРИНОВОГО 
МЕТАБОЛИЗМА И ПРОДУКЦИЕЙ ЦИТОКИНОВ 
У БОЛЬНЫХ ФКТ

Пары признаков Коэффициент, 
значимость корреляций

АДА-1
TNFα_PPD r = 0,62; p = 0,04

IL-18 r = -0,77; p = 0,027
АДА-2 IL-10 r = -0,78; p = 0,008
АДА-2/АДА IL-18 r = 0,90; p = 0,002
АДА-2мн IL-17_PPD r = -0,82; p = 0,007
АДА-1мн/
АДАмн IL-17_PPD r = 0,86; p = 0,0027

CD26 IFNγ_PPD r = -0,61; p = 0,048
5’-НК IL-10 r = -0,68; p = 0,03
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ДИНАМИКА УРОВНЯ ЦИТОКИНОВ ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ 
АРТРИТЕ

Захватов А.Н., Козлов С.А., Аткина Н.А., Дудоров И.И.

ФГБОУ ВПО «Мордовский государственный университет имени Н.П. Огарева», г. Саранск, Россия

Резюме. В эксперименте на 105 белых нелинейных крысах изучена динамика некоторых показате-
лей цитокинового профиля при моделировании посттравматического артрита коленного сустава на 
фоне комбинированного зондового перорального введения нимесулида и внутрисуставного введения 
этоксидола. Установлено, что при травме коленного сустава наблюдается высокий уровень провоспа-
лительных и противовоспалительных цитокинов, что свидетельствует о развитии местного иммуно-
воспалительного процесса. Использование комбинированного введения нимесулида и этоксидола 
способствовало значительному снижению уровня всех пулов цитокинового профиля к концу экспе-
римента, приближая их значения к данным интактных животных.

Ключевые слова: посттравматический артрит, цитокины, нимесулид, этоксидол

TIME COURSE OF CYTOKINE LEVELS IN EXPERIMENTAL 
POSTTRAUMATIC ARTHRITIS

Zahvatov A.N., Kozlov S.A., Atkina N.A., Dudorov I.I.

N.P. Ogarev State Medical University, Saransk, Russian Federation

Abstract. An experimental model of post-traumatic arthritis of knee was developed in a series of 105 white 
non-inbred rats. Time-dependent changes of some cytokines were studied upon combined treatment with oral 
nimesulide and intra-articular etoxydole injections. It was found that the knee joint injury we observed increased 
levels of pro- and anti-inflammatory cytokines, which may reflect a development of local immunological 
response. Combined application of nimesulide and etoxydole contributed to significant reduction in all 
cytokine pools at the end of observation, bringing their levels to normal ranges typical to the intact animals.

Keywords: post-traumatic arthritis, cytokines, nimesulidе, etoxydol
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Введение
Патогенетические механизмы посттравмати-

ческого артрита, приводящие к развитию деге-
неративно-деструктивных процессов в суставе, 
отличаются многофакторностью и до сих пор до 
конца не выяснены. Есть основания полагать, 
что определенное значение в разрушении су-
ставного хряща может играть иммунная система 
[5, 6, 7].

Важная роль в развитии посттравматического 
воспалительного процесса в суставе отводится 
цитотоксическим эффектам провоспалитель-
ных цитокинов, обусловливающим деструктив-
ные поражения хряща и субхондральной кости 
[1]. В последние годы немалое значение в пато-
генезе посттравматического артрита также от-
водится процессам перекисного окисления ли-
пидов и состоянию защитной антиоксидантной  
системы [3, 9].

Цитокин-опосредованная иммунная реак-
ция, возникающая при травме в ответ на по-
вреждение тканей, на раннем этапе играет роль 
защитного механизма, но гиперреактивность и 
связанная с ней избыточная и не контролиру-
емая секреция провоспалительных и противо-
воспалительных цитокинов трансформирует 
первоначально защитный механизм в патоло-
гический процесс [8]. Это приводит к иммуно-
логической перестройке организма, следствием 
чего является развитие нарушений в повреж-
денном суставе, приводящих к дегенеративно-
деструктивным изменениям хрящевой ткани и 
синовиальной оболочки [4].

С этой точки зрения патогенетическое обо-
снование имеет применение препаратов, об-
ладающих ингибирующим влиянием на синтез 
провоспалительных цитокинов, а также оказы-
вающих антиоксидантное и антигипоксантное 
действие. В этом плане наше внимание при-
влекли препараты нимесулид и этоксидол, ком-
бинированное введение которых наиболее це-
лесообразно при посттравматическом артрите. 
За счет оказания противовоспалительного эф-
фекта нимесулида и антиоксидантного и анти-
гипоксантного действия этоксидола происхо-
дит потенцирование лечебных эффектов обоих 
препаратов.

Учитывая вышеизложенное, целью исследо-
вания явилось изучение динамики цитокинового 
профиля при травматическом повреждении ко-
ленного сустава в эксперименте на фоне комби-
нированного перорального введения нимесулида 
и внутрисуставного введения этоксидола.

Материалы и методы
Работа выполнена на кафедре общей хирургии 

имени профессора Н.И. Атясова ФГБОУ ВПО 
«МГУ им. Н.П. Огарева». Эксперименты про-
ведены на 105 белых нелинейных крысах обоего 
пола массой 180-200 г, содержавшихся в стан-
дартных условиях вивария ФГБОУ ВПО «МГУ 
им. Н.П. Огарева». 

Животные были разделены на 4 серии. Первую 
серию составили интактные животные в количе-
стве 15 особей. Во второй (30 крыс), третьей (30 
крыс), четвертой (30 крыс) производилось моде-
лирование травмы коленного сустава механиче-
ским путем по методике Г.М. Дубровина (2005) 
[2]. Под ингаляционным наркозом в асептиче-
ских условиях рассекали кожу, фасцию и капсулу 
сустава. В полость сустава вводили иглу Дюфо, 
обточенную под углом 90º и ориентированную 
на хрящ внутреннего мыщелка бедренной ко-
сти. Ввинчивающими движениями перфориро-
вали суставной хрящ до упора в субхондральную 
кость, затем иглу удаляли. Получение фрагмента 
суставного хряща контролировали мандреном. 
Швы на рану накладывали через все слои.

Во второй (контрольной) серии лечение не 
проводилось. Животные третьей опытной серии 
получали нимесулид перорально через зонд в 
среднетерапевтической дозе 2 мг/кг ежедневно 
в течение 10 дней. На животных четвертой экс-
периментальной серии изучалась эффективность 
комбинированной пероральной терапии ниме-
сулидом в дозе 2 мг/кг по вышеуказанной схеме 
введения и внутрисуставной терапии 3-гидрок-
сиэтилпиридина малатом (этоксидолом) в дозе 
5 мг/кг  через день. Продолжительность курса 
составляла 5 инъекций. На данную методику 
получен патент на изобретение № 2516951 от 
26.03.14 г.

Цитокиновый профиль исследовали по уров-
ню провоспалительных (IL-1b, IL-17, TNFα), 
регуляторных (IL-2, IL-6) и противовоспали-
тельных (IL-4, IL-10) цитокинов в сыворотке 
крови методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа в «sandwich» варианте с примене-
нием пероксидазы в качестве индикаторного 
фермента с использованием набора реагентов 
фирмы Bender Medsystems (Австрия) для крыс. 
Для регистрации результатов использовали им-
муноферментный анализатор «Multiscan». Ко-
личество цитокинов выражали в пикограммах 
на мл (пг/мл).  Исследования проводились на 
3, 15 и 28 сутки эксперимента. Животных вы-
водили из эксперимента в соответствии с Кон-
венцией по защите животных, используемых 
в эксперименте и других научных целях, при-
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нятой Советом Европы в 1986 г. путем дека-
питации после предварительного внутрибрю-
шинного введения раствора тиопентала натрия 
в дозе 100 мг/кг. Статистическая обработка ре-
зультатов исследований проведена с помощью 
t-критерия Стьюдента. Изменения считали до-
стоверными при р меньше 0,05; 0,01; 0,001.

Результаты и обсуждение
Моделирование посттравматического артри-

та в эксперименте уже в ранние сроки сопрово-
ждалось значительным повышением уровня всех 
пулов цитокинов, а также нарушением баланса 
между ними. Происходило нарушение физио-
логического равновесия между провоспалитель-
ными (IL-1, TNFα) и противовоспалительными 
(IL-4, IL-10) цитокинами со сдвигом в сторо-
ну первых, под действием которых хондроциты 
синтезируют протеолитические ферменты (ма-
триксные протеиназы, коллагеназы), вызыва-
ющие деградацию коллагена и протеогликана 
хряща. Высокие уровни всех пулов цитокинов в 
крови животных контрольной серии сохранялись 
вплоть до конца эксперимента (рис. 1). Данный 
факт указывает на необходимость медикаментоз-
ной коррекции цитокинового дисбаланса, при-
водящего к хронизации процесса и дальнейшей 
деструкции хряща.

При применении нестероидной противовос-
палительной терапии в виде зондового перораль-
ного введения нимесулида в дозе 2 мг/кг к кон-
цу эксперимента происходило снижение уровня 

провоспалительных цитокинов по сравнению с 
данными контрольной серии. Так, концентрации 
TNFα, IL-1b и IL-17 были ниже на 19,1%, 12,4% 
и 22,7% соответственно. Также получены стати-
стически значимые отличия в отношении регу-
ляторных цитокинов – снижение уровня IL-6 
на 36,6% и IL-2 на 39,2%. Подобные изменения 
наблюдались и при исследовании противовос-
палительных цитокинов. Отмечалось уменьше-
ние концентраций IL-4 и IL-10 на 36,1% и 30,1% 
соответственно. Несмотря на данную положи-
тельную динамику, уровни маркеров воспале-
ния значительно превышали значения животных 
интактной серии, что говорит о недостаточной 
эффективности нимесулида в виде монотерапии 
посттравматических артритов. 

При комбинации нимесулида с внутрисустав-
ным введением этоксидола наблюдался наиболь-
ший положительный эффект в лечении пост-
травматических изменений суставов. Так, уровни 
провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1b и 
IL-17 по сравнению с данными контрольной се-
рии уменьшились на 59,8% (р3 < 0,001), 50,2% 
(р3 < 0,001) и 48,2% (р3 < 0,001) соответственно. 
Также достоверно отличались регуляторные и 
противовоспалительные цитокины – наблюда-
лось снижение уровня IL-6 на 58% (р3 < 0,001), 
IL-2 на 67,1% (р3 < 0,001) и IL-4 на 62,5% 
(р3 < 0,001), IL-10 на 64,3% (р3 < 0,001).

По сравнению с данными серии с применени-
ем нимесулида в соответствующие сроки уровни 
деструктивных цитокинов TNFα, IL-1b и IL-17 

Рисунок 1. Сравнительная характеристика уровня цитокинов в плазме крови лабораторных животных всех серий 
при посттравматическом артрите. 28 сутки эксперимента
Примечание. * – достоверность показателя по отношению к данным контрольной серии (p3 < 0,001).
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ТАБЛИЦА 1. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ ПРИ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ АРТРИТЕ НА 28 
СУТКИ ЭКСПЕРИМЕНТА (M±m)

Показатель, пг/мл
Интактные 
животные 

(n = 15)

Контрольная серия 
(n = 30)

Нимесулид per os
(n = 30)

Нимесулид per os и 
в/с этоксидол (n = 30)

TNFα 48,69±0,72

148,4±2,12
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 > 0,05

120,15±3,13
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 < 0,001

61,14±2,17
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
р3 < 0,001
р4 < 0,001

IL-1b 35,61±1,04

87,76±2,03
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,01

76,97±2,07
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
p3 < 0,001

43,69±1,54
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
р3 < 0,001
р4 < 0,001

IL-6 57,43±0,85

157,94±2,39
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 > 0,05

100,24±2,58
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 > 0,001
p3 < 0,001

66,37±2,41
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
р3 < 0,001
р4 < 0,001

IL-17 21,43±0,18

48,52±1,19
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 > 0,05

37,51±1,13
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
p3 < 0,001

25,04±1,21
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
р3 < 0,001
р4 < 0,001

IL -2 62,72±1,43

223,46±4,03
p < 0,001
p1 < 0,01
p2 > 0,05

135,87±3,42
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
p3 < 0,001

73,57±2,62
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,001
р3 < 0,001
р4 < 0,001

IL-4 6,59±0,49

19,25±0,53
p < 0,001
p1 < 0,01
p2 > 0,05

12,34±0,53
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,01
p3 < 0,001

7,23±0,31
p > 0,05

p1 < 0,001
p2 < 0,01
р3 < 0,001
р4 < 0,001

 IL-10 17,04±0,68

58,39±0,82
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 > 0,05

40,82±1,45
p < 0,001
p1 < 0,001
p2 < 0,05
p3 < 0,001

20,84±0,89
p > 0,05

p1 < 0,001
p2 < 0,001
р3 < 0,001
р4 < 0,001

Примечание. р – достоверность отличий к данным интактных животных; р1 – к данным соответствующей серии на 3 
сутки; р2 – к данным соответствующей серии на 15 сутки; р3 – достоверность отличий к данным контрольной серии на 
соответствующие сутки; р4 – достоверность отличий к данным НПВС-терапии на соответствующие сутки.
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снижались на 49,1% (р4 < 0,001), 43,2% (р4 < 0,001) 
и 33,3% (р4 < 0,001) соответственно. Позитивная 
тенденция наблюдалась в отношении регулятор-
ных и противовоспалительных цитокинов. От-
мечалось уменьшение концентраций IL-6 и IL-2 
на 33,8% (р4 < 0,001) и 44,1% (р4 < 0,001) и IL-4 и 
IL-10 на 34,3% (р4 < 0,001) и 45,9% (р4 < 0,001) со-
ответственно.

При сравнительной оценке полученных дан-
ных с показателями интактных животных было 
выявлено, что на фоне сочетанного примене-
ния антиоксиданта этоксидола и НПВС ниме-
сулида уровни маркеров воспаления приближа-
лись к должным величинам. Так, концентрация 
деструктивных цитокинов TNFα, IL-1b и IL-17 
к концу эксперимента превышала нормальные 
показатели в 1,25 (р < 0,001), 1,22 (р < 0,001) и 
1,16 раза (р < 0,001) соответственно. Если срав-
нить данные контрольной серии на 28 сутки 
с данными интактной серии, мы увидим, что 
TNFα, IL-1b и IL-17 превышали нормальные 
показатели в 3,04 раза (р < 0,001), 2,46 раза 
(р < 0,001) и 2,26 раза (р < 0,001) соответствен-
но. Регуляторные цитокины IL-6 и IL-2 к концу 
комбинированной терапии также незначитель-
но превышали нормальные показатели – в 1,15 
(р < 0,001) раза и 1,17 (р < 0,001) раза соответ-
ственно. В отношении противовоспалительных 

цитокинов статистически значимых различий 
не наблюдалось (р > 0,05) (табл. 1). 

Исходя из вышеизложенного, можно сде-
лать вывод, что наиболее эффективным ме-
тодом коррекции показателей цитокинового 
профиля при посттравматическом артрите 
в эксперименте является комбинированное 
пероральное введение НПВС (в данном слу-
чае – нимесулида в дозе 2 мг/кг) и внутрису-
ставное введение антиоксиданта этоксидола в 
дозе 5 мг/кг массы тела. При использовании 
данной методики к концу эксперимента мар-
керы воспаления максимально приближались 
к нормальным показателям, что обусловлено 
действием препаратов на разные звенья пато-
генеза, реализуя при этом один и тот же эф-
фект. Так, противовоспалительное действие 
нимесулида связано с подавлением синтеза 
простагландинов в очаге воспаления, вызы-
вающих агрегацию тромбоцитов, отек и но-
цицептивную сенсибилизацию, что является 
предрасполагающими факторами для развития 
процессов перекисного окисления липидов. В 
свою очередь, этоксидол, воздействуя на им-
мунокомпетентные клетки и обладая мембра-
нопротекторной активностью, затрудняет до-
ступ к остаткам жирных кислот активных форм 
кислорода, которые активно синтезируются 
под действием провоспалительных цитокинов.
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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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