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ТРОМБОЦИТЫ КАК АКТИВАТОРЫ И РЕГУЛЯТОРЫ 
ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ И ИММУННЫХ РЕАКЦИЙ.  
ЧАСТЬ 1. ОСНОВНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ТРОМБОЦИТОВ 
КАК ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК
Серебряная Н.Б.1, 2, 3, Шанин С.Н.1, Фомичева Е.Е.1, Якуцени П.П.4
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4 ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого», Санкт-Петербург, 
Россия 

Резюме. Тромбоциты – самые мелкие клетки крови, которые суммарно имеют объем и площадь 
поверхности  больше,  чем  все  типы  лейкоцитов  вместе.  Источником  тромбоцитов  являются  мега-
кариоциты костного мозга, мегакариоциты в микрососудах легких. В легких производится прибли-
зительно 50% всех тромбоцитов, что позволяет характеризовать их как основной сайт образования 
тромбоцитов. В малом круге кровообращения тромбоцитов примерно на 30% больше, чем в большом. 
Этот «избыток» тромбоцитов необходим для стабилизации эндотелиального барьера сосудов легких, 
регулятором которого является тромбоцитарный медиатор сфингозин-1-фосфат, поддерживающий 
плотные  соединения  эндотелиальных  клеток.  Удивительной  особенностью  тромбоцитов  в  цирку-
ляции является способность «отпочковывать» новые про- и пре- тромбоциты, давая начало новым 
тромбоцитам.  Удаление  тромбоцитов  из  циркуляции  осуществляется  при  их  фагоцитозе  макрофа-
гами селезенки (в случае если тромбоциты покрыты IgG или связаны с иммунными комплексами) 
или Купферовскими клетками печени и гепатоцитами (если тромбоциты имеют неполные гликаны 
или десиалированные белки). В гомеостатических состояниях большая часть тромбоцитов удаляется 
в печени. При бактериальных инфекциях и сепсисе клиренс тромбоцитов ускорен из-за активности 
бактериальных  сиалидаз.  Распознавание  десиалированных  структур  тромбоцитов  осуществляется 
клетками печени через рецептор Asgr. Несмотря на отсутствие ДНК, тромбоциты способны синте-
зировать белки на матрицах мРНК, которые присутствуют в тромбоцитах в большом количестве. Ак-
тивация тромбоцитов приводит к агрегации и экзоцитозу содержимого гранул, продукции иммуно-
модулирующих молекул. Однако активация тромбоцитов может быть неполной и приводить только 
к некоторым из перечисленных событий. При неклассической форме активации тромбоциты могут 
выпускать микрочастицы, которые содержат около 600 различных белков. В крови здоровых доноров 
около 75% микрочастиц – производные тромбоцитов. Подобно клеткам иммунной системы, тромбо-
циты активируются многочисленными эндогенными лигандами (аларминами), в числе которых АДФ 
и  АТФ,  которые  связываются  с  пуринэргическими  рецепторами  P2Y1,  P2Y12  и  P2X1.  Тромбоциты 
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накапливают и сохраняют 99% серотонина, имеющегося в организме. Индукции воспаления тром-
боциты способствуют путем высвобождения провоспалительных цитокинов, хемокинов и липидных 
медиаторов. Кроме того, тромбоциты являются источником ферментов и субстратов, дополняющих 
возможности нейтрофилов и эндотелия при производстве противовоспалительных липидных медиа-
торов, позволяющих перейти к процессам восстановления ткани после острой фазы воспаления.
Ключевые слова: тромбоциты, мегакариоциты, микрочастицы, рецепторы, АТФ, липидные медиаторы

BLOOD PLATELETS AS ACTIVATORS AND REGULATORS OF 
INFLAMMATORY AND IMMUNE REACTIONS.  
PART 1. BASIC CHARACTERISTICS OF PLATELETS  
AS INFLAMMATORY CELLS
Serebryanaya N.B.a, b, c, Shanin S.N.a, Fomicheva E.E.a, Yakutseni P.P.d
a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
c I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
d Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Platelets are the smallest blood cells, and yet their total volume and surface area exceed those of all 
types of leukocytes combined. Platelets are produced by the bone marrow megakaryocytes and megakaryocytes 
in the lung microvessels. Approximately 50% of all platelets are produced in the lungs, which makes it possible to 
characterize them as the main site for the production of platelets. In small circuit of blood circulation, there are 
approximately 30% more platelets than in large circuit. This “excess” of platelets is necessary for the stabilization 
of  the endothelial barrier of  the  lung vessels  regulated by  the platelet mediator  sphingosine-1-phosphate,  a 
regulator of tight junctions of endothelial cells. The circulating platelets have an amazing ability to “bud” new 
pro- and pre-platelets, giving rise to new platelets. The removal of platelets from circulation proceeds via their 
phagocytosis by spleen macrophages (if platelets are covered with IgG or are bound to immune complexes), or 
Kupffer liver cells and hepatocytes (if platelets have incomplete glycans or desialated proteins). In homeostatic 
conditions, most of  the platelets are removed  in  liver. Platelet clearance  in bacterial  infections and sepsis  is 
accelerated because of the activity of bacterial sialidases. Recognition of desialized platelet structures is carried 
out  by  the  liver  cells  through  the  Asgr  receptor.  Despite  DNA  absence,  the  platelets  are  able  to  synthesize 
proteins at mRNAs that are present  in majority of platelets. Activation of platelets  leads to aggregation and 
exocytosis of the granule contents, and production of immunomodulating molecules. However, activation of 
platelets may be incomplete and has various consequences. In a non-classical activation model, platelets can 
release microparticles that contain about 600 different proteins. About 75% of microparticles in the blood of 
healthy donors are derived from platelets. Like as immune system cells, platelets are activated by numerous 
endogenous ligands (alarms), including ADP and ATP, which bind to purinergic receptors P2Y1, P2Y12 and 
P2X1. Platelets accumulate and  retain 99% of  the  serotonin  stored  in  the body. The platelets contribute  to 
induction  of  inflammation  by  releasing  proinflammatory  cytokines,  chemokines,  and  lipid  mediators.  In 
addition, platelets are the source of enzymes that accomplish the capacities of neutrophils and endothelium 
for production of anti-inflammatory lipid mediators that contribute to tissue repair following acute phase of 
inflammation.

Keywords: platelets, megakaryocytes, microparticles, receptors, ATP, lipid mediators

Введение 
Впервые кровяные пластинки описал в 1841 г. 

французский исследователь Донне, в 1882 г. ита-
льянский  ученый  Биццоцеро  [8]  определил  их 
как  третий  клеточный  элемент  крови  (наряду 
с эритроцитами и лейкоцитами), а в 1901 г. немец 

M. Декхюйзен ввел термин «тромбоциты» на ос-
новании  выявленной  у  пластинок  способности 
регулировать гемостаз и гемокоагуляцию. Одна-
ко даже через 155 лет от начала их изучения у нас 
нет ответов на многие фундаментальные вопро-
сы, связанные с образованием и функцией тром-
боцитов.
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Тромбоциты  (при  содержании ~  300  000  кле-
ток в микролитре, среднем объеме ~ 7 (6-10) фл 
и площади поверхности ~ 8 мкм2) имеют суммар-
ный объем и площадь поверхности больше, чем 
все  типы  лейкоцитов  вместе.  При  этом  тромбо-
циты – самые мелкие клетки крови, их диаметр 
около 3 (2-5) мкм, что в 4 раза меньше, чем у эри-
троцитов, и в циркуляции тромбоцитов пример-
но в 25 раз меньше, чем эритроцитов. В сосуди-
стом  русле  эритроциты  занимают  центральную 
позицию,  а  тромбоциты  располагаются  преиму-
щественно вдоль сосудистой стенки, что дает им 
возможность  немедленно  реагировать  на  ее  по-
вреждение [63].

Образование, циркуляция и секвестрация тром-
боцитов 

Каждый день у человека образуется приблизи-
тельно 1 ×  1011  тромбоцитов, которые в среднем 
сохраняются  в  циркуляции  7-10  дней.  Источ-
ником  тромбоцитов  являются  мегакариоциты, 
формирование  которых  происходит  в  костном 
мозге.  При  терминальной  дифференцировке 
мегакариоциты  разделяются  на  деградирующее 
ядро и 10-20 протромбоцитов, которые начинают 
образовываться  как  выпячивания  цитоплазмы 
и в течение долгого времени протягиваются в си-
нусоидальное  пространство,  удлиняются,  утон-
чаются и неоднократно ветвятся. Протромбоци-
ты  фрагментируются,  образуя  приблизительно 
2000-5000  новых  тромбоцитов  [22].  Кроме  того, 
доказанным  считается  наличие  сайтов  экстра-
медуллярного  образования  тромбоцитов:  основ-
ным  резервуаром  резидентных  мегакариоцитов 
и  гемопоэтических  клеток-предшественников 
определены  легкие  [35].  Мегакариоциты  в  ми-
крососудах  легкого  являются  источником  про-
тромбоцитов,  претромбоцитов  и  тромбоцитов, 
причем, по современным данным, в легких мы-
шей  производится  приблизительно  до  50%  всех 
тромбоцитов, что позволяет характеризовать лег-
кие как основной сайт образования тромбоцитов 
[61]. Одним из следствий этого процесса являет-
ся то, что в малом круге кровообращения тром-
боцитов  ~  на  30%  больше,  чем  в  большом  [10]. 
Присутствие  большого  пула  недавно  сформи-
рованных тромбоцитов в сосудах легких создает 
широкие  возможности  для  их  взаимодействия 
с нейтрофилами. Нейтрофилы, как и мегакарио-
циты, испытывают затруднения при похождении 
по микрососудам легких из-за деформационного 
сопротивления,  что  приводит  к  их  накоплению 
в микрососудах легких, создавая пул пристеноч-
ных  лейкоцитов.  Таким  образом,  создаются  ус-
ловия  для  близкого  контакта  и  взаимодействия 
тромбоцитов  и  нейтрофилов  в  микрососудах 
легких.  Тромбоциты  стабилизируют  эндотели-
альный  барьер  сосудов  легких,  так  как  экспрес-

сируют и/или выпускают факторы стабилизации 
(прототипный  фактор  –  сфингозин-1-фосфат, 
S1Р),  которые  взаимодействуют  с  рецепторами 
на клетках эндотелия. Рецепторы для стабилизи-
рующих  факторов  связаны  с  внутриклеточными 
сигнальными путями, которые регулируют свой-
ства  эндотелиального  барьера,  обеспечиваемые 
белками плотных соединений [62]. 

Процесс  образования  тромбоцитов  все  еще 
не изучен в деталях и не перестает удивлять иссле-
дователей  самыми  неожиданными  сценариями. 
Недавно было выявлено, что, находясь в цирку-
ляции, сами тромбоциты могут стать источником 
новых  тромбоцитов,  которые  «отпочковывают-
ся»  от  этих  безъядерных  клеток  и  проходят  по-
следовательно стадии созревания как про- и пре-
тромбоциты [27]. 

Срок жизни тромбоцитов в циркуляции силь-
но  зависит  от  сопутствующих  факторов  и  со-
стояний.  Удаление  (секвестрация)  тромбоцитов 
из  циркуляции  осуществляется  при  фагоцитозе 
макрофагами  селезенки  (в  случае  если  тромбо-
циты  покрыты  IgG  или  связаны  с  иммунными 
комплексами)  или  макрофагами  печени  и  гепа-
тоцитами  (если  тромбоциты  имеют  неполные 
гликаны или десиалированные белки). В гомео-
статических  состояниях  большая  часть  тромбо-
цитов  удаляется  в  печени.  При  бактериальных 
инфекциях  и  сепсисе  уменьшается  время  ре-
циркуляции  тромбоцитов,  что  связывают  с  их 
ускоренным  клиренсом,  к  которому  приводит 
десиалирование  белков  поверхности  тромбо-
цита  ферментами  бактерий  (сиалидазами).  Рас-
познавание  тромбоцитов  с  десиалированными 
структурами  осуществляется  клетками  печени 
через  рецептор  Asgr  (asialoglycoprotein  receptor), 
известный  также  как  рецептор  Эшвелла–Мо-
релла (Ashwell–Morell) [47]. В тех случаях, когда 
антитела  связывают  вирусные  или  лекарствен-
ные антигены на тромбоцитах, фиксация иммун-
ных комплексов на мембране тромбоцитов ведет 
к ускоренному удалению тромбоцитов макрофа-
гами селезенки.

Тромбоциты как клетки
Основными  клеточными  характеристиками 

тромбоцитов  являются  отсутствие  ядра  и  при-
сутствие многочисленных органелл, включая эн-
доплазматический  ретикулум,  аппарат  Гольджи, 
митохондрии,  гликосомы  (везикулы,  содержа-
щие  ферменты  гликолиза)  и  гранулы.  Тромбо-
цит содержит ~ 70 гранул, которые подразделяют 
на 3 типа: α-гранулы, плотные гранулы и лизосо-
мальные  гранулы  [46].  Из  них α-гранулы  явля-
ются самыми многочисленными (50-60 на тром-
боцит) и самыми крупными (200-400 нм), в них 
хранится  около  300  различных  белков,  включая 
фактор  фон  Виллебранда,  фибронектин,  фи-
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бриноген,  P-селектин,  тромбоцитарный  фактор 
роста  (PDGF),  белок-предшественник  амилои-
да,  матриксные  металлопротеиназы,  различные 
факторы  коагуляции  и  факторы  роста  [26,  38]. 
Плотные гранулы меньше (~ 150 нм), менее мно-
гочисленные (3-8 на тромбоцит) и содержат ма-
лые  молекулы  (серотонин,  аденозиндифосфат, 
аденозинтрифосфат и кальций). Лизосомальные 
гранулы  немногочисленны  и  содержат  гликоги-
дролазы  и  деградационные  ферменты  [27].  При 
стимуляции  тромбоцита  гранулы  подвергаются 
регулируемому экзоцитозу и высвобождают свое 
содержимое  во  внеклеточную  среду.  При  этом 
происходит  «раскрытие»  гранул  таким  образом, 
что молекулы, обычно располагающиеся на вну-
тренней поверхности мембран гранул, представ-
ляются теперь на поверхности клетки [44].

На  своей  поверхности  тромбоциты  экспрес-
сируют различные рецепторы, включая α2- и β2-
адренорецепторы,  рецепторы  для  серотонина 
и фибриногена. Плазматическая мембрана тром-
боцитов  имеет  многочисленные  поры,  продол-
жением которых является открытая канальцевая 
система,  которая  намного  увеличивает  площадь 
поверхности  тромбоцита.  Тромбоциты  имеют 
также  особую  систему  плотных  тубулярных  ка-
нальцев, которые представляют собой депо каль-
ция  и  ферментов,  поддерживающих  активацию 
тромбоцитов.  Полагают,  что  плотные  канальцы 
является остатком гладкого эндоплазматическо-
го ретикулума мегакариоцитов [33]. 

Тромбоциты – метаболически активные клет-
ки.  Несмотря  на  отсутствие  ДНК,  тромбоциты 
способны  синтезировать  белки.  Эта  характери-
стика тромбоцитов была впервые описана в 1967 г. 
[58],  однако  из-за  несоответствия  общеприня-
тым представлениям о механизмах синтеза белка 
в  клетке  игнорировалась  в  течение  нескольких 
десятилетий  [61].  В  тромбоцитах  выявлен  непо-
врежденный  сплайсеосом  (макро молекулярный 
аппарат  для  обработки  пре-мРНК),  большие 
количества  мРНК,  которые  используются 
как  матрица  для  синтеза  белков  при  активации 
тромбоцитов  [58,  61].  Активированные  тромбо-
циты  могут  синтезировать  PDGF,  фактор  акти-
вации тромбоцитов 4 (PAF-4), β-тромбоглобулин 
и тромбоспондин, интерлейкин-1β (IL-1β) и дру-
гие  белки.  Интересно,  что,  несмотря  на  отсут-
ствие  процесса  транскрипции,  в  тромбоцитах 
присутствуют  различные  транскрипционные 
факторы  (p65  NF-kappaB,  PPARγ,  PPARβ/δ, 
PPARα,  LXRβ,  RXRα,  GR,  AHR  и  STAT3).  Тот 
факт,  что  первоначально  транскрипционные 
факторы были открыты как особые белковые ре-
гуляторные  элементы  транскрипции,  не  исклю-
чает существования у этих белков и негеномных 
функций.  Транскрипционные  факторы  участву-

ют  в  регуляции  функций  тромбоцитов,  активи-
руясь  при  взаимодействии  с  активированными 
молекулами, вовлеченными в проведение сигна-
ла от рецепторов, связавшихся со своими лиган-
дами/агонистами. 

В  последние  годы  выявлено,  что  тромбоци-
ты,  как  и  ядросодержащие  клетки,  подвергают-
ся  апоптозу.  Апоптоз  тромбоцитов  индуцирует-
ся  многими  проапоптотическими  химическими 
и  физическими  стимулами.  Маркерами  тромбо-
цитарного апоптоза являются: изменение формы 
тромбоцита  (сжатие,  фрагментация  до  микро-
частиц  и  вытяжение  филоподий),  изменение 
клеточной  мембраны  тромбоцита  (пузырение 
и  экспозиция  фосфатидилсерина),  изменение 
митохондрий  (деполяризация  внутренней  мем-
браны,  выход  цитохрома  C,  экспрессия  про- 
и  антиапоптотических  белков  семейства  Bcl-2), 
и активация цитоплазматических белков (каспа-
зы 3) [20]. 

Гемостатическая и негемостатическая роль 
тромбоцитов

Основной  и  критической  функцией  тром-
боцитов,  по  которой  они  получили  свое  на-
звание,  является  поддержка  гемостаза.  Однако 
для контроля над гемостазом достаточно, чтобы 
количество  тромбоцитов  немного  превышало 
10 000/ мкл,  в  то  время  как  нормальное  количе-
ство тромбоцитов у человека находится в диапа-
зоне 180 000-400 000/мкл [50]. Такое количествен-
ное несоответствие позволяет предположить, что 
тромбоциты  имеют  еще  ряд  важных  функций, 
не связанных с тромбозом и гемостазом.

Хотя тромбоциты очень динамичны, в цирку-
ляции они обычно находятся в неактивном состо-
янии и активируются, только когда повреждается 
кровеносный сосуд. Неактивированные тромбо-
циты имеют уникальную дискообразную форму, 
которую  обеспечивают  структуры  цитоскелета, 
окруженные  несколькими  петлями  перифери-
ческих  микроканальцев  [31].  При  воздействии 
слабых  агонистов  тромбоциты  могут  активи-
роваться  частично  и  обратимо  (т.н.  прайминг), 
и  эта  активация  может  быть  синергично  уве-
личена  другими  агентами  различными  путями. 
При полной активации тромбоциты необратимо 
меняют  дискоидную  форму  за  счет  образования 
большого количества псевдоподий в течение не-
скольких секунд и создают агрегаты друг с другом 
и  с  другими  клеткам,  адгерируют  к  различным 
поверхностям,  особенно  к  коллагену  субэндо-
телия,  формируя  белый  тромб.  Самыми  извест-
ными  инициаторами  агрегации  тромбоцитов 
и  индукторами  коагуляционного  каскадa  явля-
ются тромбин, фибриноген, протеин C и система 
контактных  белков  (кинин-кининоген).  Полная 
активация  тромбоцита  сопровождается  высво-
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бождением содержимого гранул и образованием 
липидных  медиаторов.  Компоненты,  содержа-
щиеся  в  гранулах,  и  образовавшиеся  медиаторы 
действуют по механизмам позитивной обратной 
связи, потенцируя активацию тромбоцитов. При 
этом активация тромбоцитов приводит не только 
к  инициации  каскада  коагуляции  (доиммунный 
механизм защиты), но также способствует индук-
ции воспаления.

При  активации  тромбоцитов  такие  события, 
как  агрегации  и  экзоцитоз  содержимого  гра-
нул, продукция иммуномодулирующих молекул, 
не  всегда  взаимосвязаны.  Например,  адреналин 
стимулирует  связывание  фибриногена  и  агрега-
цию, но ингибирует выпуск тромбоцитарных ци-
токинов  [21].  Механизм  этой  ингибиции  связан 
с активацией индуцибельной синтазы окиси азота 
(iNOS)  после  связывания β2-адренорецепторов; 
ранее было показано, что при образовании окиси 
азота (NO) и цГМФ происходила ингибиция ак-
тивации тромбоцитов. 

Активация тромбоцитов связана с изменени-
ем  экспрессии  ряда  поверхностных  рецепторов. 
Для  выявления  активированных  тромбоцитов 
при  иммунофенотипировании  чаще  всего  ис-
пользуют маркеры CD36 (рецептор тромбоспон-
дина),  CD61  (интегриновая  цепь  β3)  и  CD41 
(α-цепь  интегрина  в  комплексе  CD61/CD41, 
известен  также  как  GPIIb/IIIa,  CD42a  [GPIX], 
CD42b  [GPIb])  и  CD62P  (P-селектин).  Эти  гли-
копротеины  экспрессируются  тромбоцитами 
и  мегакариоцитами,  обеспечивая  клеточную 
адгезию  и  связывание  фибриногена,  что  требу-
ется  для  агрегации  тромбоцитов  и  их  закрепле-
ния на эндотелии [24]. Так, Р-селектин (CD62P) 
хранится  в  α-гранулах  тромбоцитов  и  является 
кальций-зависимым  белком,  который  во  время 
активации  тромбоцита  перемещается  к  плазма-
тической  мембране,  где  он  определяет  взаимо-
действие тромбоцитов с эндотелиальными клет-
ками и лейкоцитами. 

Микрочастицы тромбоцитов
При  неклассической  форме  активации  тром-

боциты могут выпускать микрочастицы (меньше 
1 мкм в диаметре), которые определяют по нали-
чию экспрессии CD41 или CD42b, CD31 (platelet/
endothelial  cell  adhesion  molecule-1,  PECAM-1), 
CD61  и  CD62P.  В  крови  здоровых  доноров  око-
ло 75% микрочастиц в циркуляции – производ-
ные  тромбоцитов.  Микрочастицы  неоднородны 
и  могут  быть  разделены  на  классы  по  размеру, 
содержанию  в  них  факторов  роста,  хемокинов, 
мембранных  рецепторов  и  по  функциональным 
характеристикам [15]. Протеомные исследования 
свидетельствуют, что микрочастицы, полученные 
из  тромбоцитов  человека,  содержат  около  600 
различных белков [19].

Состав  липидной  оболочки  микрочастиц  от-
личается  от  компонентов  мембраны  тромбоци-
тов  по  более  высокому  содержанию  фосфати-
дилхолина и фосфатидилэтаноламина (30 и 35% 
от  общего  содержания  липидов  соответственно) 
и  отсутствию  лизолипидов  [59].  Микрочасти-
цы переносят от клетки к клетке как рецепторы 
клеточной  поверхности,  так  и  внутриклеточные 
компоненты,  среди  которых  цитокины  и  транс-
крипционные  факторы  [34].  Тромбоцитарные 
микрочастицы  усиливают  формирование  меж-
клеточных  контактов  и  способствуют  развитию 
воспалительных  реакций  [6].  Взаимодействуя 
с лейкоцитами, микрочастицы тромбоцитов по-
вышают  их  адгезивность,  активируют  процесс 
взаимодействия  нейтрофильных  гранулоцитов 
как с эндотелиальными клетками, так и с тром-
боцитами  [18].  При  воспалительных  и  тромбо-
тических  состояниях  количество  образуемых 
микрочастиц  существенно  увеличивается  [11]. 
Образование тромбоцитарных микрочастиц спо-
собствует  иммунным  реакциям  из-за  высокого 
содержания в них IL-1β [27]. Например, при рев-
матоидном  артрите  контакт  тромбоцитов  с  кол-
лагеном  вызывает  образование  микрочастиц, 
содержащих значительные количества IL-1β, что 
усиливает суставное воспаление [9].

Взаимодействие тромбоцитов с эндотелием
Тромбоциты – критические регуляторы, кон-

тролирующие  состояние  эндотелия.  Известно, 
что тромбоциты и эндотелий развиваются из об-
щей  клетки-предшественника  костномозгового 
происхождения.  В  клетках  обоих  типов  подоб-
ным  образом  используются  как  транскрипци-
онные  регуляторы  (например,  GATA-2),  так  и 
программы  экспрессии  многих  генов  (фактор 
Виллебранда,  P-селектин,  мультимерин).  Сре-
ди  многочисленных  факторов  роста,  хранящих-
ся  в  α-гранулах  тромбоцитов,  имеется  набор 
медиаторов,  предназначенных  для  позитивной 
и негативной регуляции выживания и роста эн-
дотелиальных  клеток  –  фактор  роста  эндотелия 
сосудов (VEGF), ангиопоэтин-2 (ANG–2), тром-
боспондин-1  (TSP-1)  и  тромбоцитарный  фак-
тор-4 (PF- 4) [58]. 

При  культивировании  in vitro  тромбоциты 
стимулируют рост эндотелиальных клеток и спо-
собствуют  их  самосборке  в  капилляроподобные 
структуры  [56].  Связь  между  эндотелием  и  пла-
стинками  становится  очевидной  при  тромбо-
цитопении  и  определенных  формах  тромбоци-
топатий,  когда  дефицит  функций  тромбоцитов 
является  причиной  дисфункции  эндотелия, 
приводя  к  повышенной  проницаемости  капил-
ляров  –  основному  клиническому  симптому 
указанных состояний [57]. Другой стороной про-
цесса, связанного с повышением проницаемости 
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сосудистой стенки, является активация воспали-
тельных  реакций,  и  прежде  всего  привлечение 
и активация нейтрофилов и моноцитов [55]. 

В  месте  повреждения  сосуда  активация 
коагуляционного  каскада  приводит  к  обра-
зованию  тромбина  (сериновой  протеазы). 
Тромбоциты  экспрессируют  два  рецептора 
для тромбина, протеазоактивируемые рецепторы 
PAR-1 и PAR- 4 [29]. Активированные тромбином 
тромбоциты  высвобождают  содержимое  гранул, 
включая АДФ, и метаболизируют арахидоновую 
кислоту, производя тромбоксан A2. Аутокринное 
связывание  АДФ  и  тромбоксана  A2  со  своими 
рецепторами способствует процессам активации 
тромбоцита.  Адгезия  тромбоцитов  к  коллагену 
в месте повреждения эндотелия определяется его 
связыванием  с  интегрином α2β1  и  гликопроте-
иновым  рецептором  VI  (GPVI)  суперсемейства 
иммуноглобулинов [53].

Стабильная адгезия тромбоцитов к компонен-
там  внеклеточного  матрикса  и  взаимодействие 
тромбоцит-тромбоцит  связаны  с  гликопротеи-
нами  комплекса  GPI-IX-V,  который  включает 
GPIα,  GPIβ,  GPIX  и  GPV  и  обеспечивает  связь 
тромбоцитов  через  фактор  фон  Виллебранда 
(фВ).  [5].  Взаимодействие  GPIbα  с  фВ  создает 
сигналы, которые активируют интегриновую мо-
лекулу αIIbβ3, самый многочисленный рецептор 
на  поверхности  тромбоцита  (50  000-80  000  ко-
пий),  имеющий  дополнительный  пул  хранения 
в α-гранулах. 

Другие  рецепторы  семейства  интегринов, 
а  именно  αvβ3,  α5β1  и  α6β1,  находятся  на  по-
верхности тромбоцитов в неактивном состоянии, 
но  при  стимуляции  агонистом  претерпевают 
конформационные изменения. Активные формы 
интегринов связываются с растворимым в плазме 
фибриногеном и поддерживают агрегацию тром-
боцит–тромбоцит и адгезию к витронектину, фи-
бронектину и ламинину в месте повреждения [13, 
42, 43, 52]. Интегрины располагаются на мембра-
не  тромбоцитов  в  комплексе  с  тетраспонинами 
(CD9 и CD63), которые поддерживают трансдук-
цию сигнала и стабильную адгезию [23, 25].

Тромбоцитарный  GPIbα  может  взаимодей-
ствовать с P-селектином и фВ, присутствующим 
на  эндотелиальных  клетках  [45].  Значительное 
внимание привлекает в настоящее время тромбо-
цитарный рецептор C-лектинового типа CLEC- 2, 
который  позволяет  тромбоцитам  участвовать 
в разделении лимфовенозных и кровеносных со-
судов во время развития за счет взаимодействия 
с подопланином, экспрессия которого характер-
на  для  эндотелиальных  клеток  лимфатических 
сосудов [7]. 

Пуринергическая регуляция тромбоцитов
Подобно  клеткам  иммунной  системы,  тром-

боциты  активируются  многочисленными  эн-

догенными  лигандами,  высвобождающимися 
стрессированными  и  поврежденными  клетка-
ми  (аларминами),  в  числе  которых  адениновые 
нуклеотиды  аденозиндифосфат  (АДФ),  тради-
ционный  активатор  тромбоцитов,  и  аденозин-
трифосфат  (АТФ).  АТФ  и  АДФ  высвобождают-
ся  из  клеток  при  повреждении  и  секретируются 
из  плотных  гранул  тромбоцитов.  Используя  ме-
ханизмы позитивной обратной связи, нуклеоти-
ды  действуют  через  рецепторы  на  поверхности 
тромбоцита.  Установлено,  что  АДФ  активирует 
тромбоциты через 2 пуринэргических рецептора 
P2Y1  и  P2Y12,  а  АТФ  действует  через  рецептор 
P2X1 [24].

Рецептор  P2Y1  связан  с  G-белком  (проводит 
сигнал через субъединицу G alpha q), связывание 
с  его  агонистом  приводит  к  изменению  формы 
тромбоцита,  агрегации,  образованию  тромбок-
сана  A2,  прокоагулянтной  активности,  адгезии 
к  фибриногену  и  формированию  тромба  в  ус-
ловиях  напряжения  сдвига.  Второй  рецептор 
для  АДФ  –  P2Y12  –  также  связан  с  G-белком 
(проводит  сигнал  через  субъединицу  G  alpha  i) 
и  функционально  очень  схож  с  P2Y1.  Рецептор 
P2Y12  важен  для  потенцирования  активации 
тромбоцита,  опосредованной  различными  фи-
зиологическими агонистами, такими как фактор 
фон Виллебранда и тромбоксан A2. Определение 
важности рецептора P2Y12 и ограниченность его 
экспрессии в других тканях привели к появлению 
препаратов,  блокирующих  этот  рецептор  (кло-
пидогрел  и  тиклопилин),  которые  успешно  ис-
пользуются в клинической практике для лечения 
протромботических  состояний.  Третьим  пури-
нергическим  рецептором  тромбоцитов  является 
P2X1,  ионный  канал,  который  вызывает  приток 
кальция  после  активации.  Хотя  изолированная 
активация этого рецептора не приводит к агрега-
ции, он вызывает изменение формы тромбоцита 
и способствует процессу активации при действии 
других агонистов. 

Серотонин (5-HT)
В плотных гранулах тромбоцитов сохраняется 

99%  серотонина,  имеющегося  в  организме  [49]. 
При этом серотонин в тромбоцитах не синтезиру-
ется. Источником серотонина за пределами ЦНС 
являются  энтерохромафинные  клетки  ЖКТ,  ко-
торые  секретируют  этот  нейромедиатор  при  по-
падании пищи в просвет кишечника. Серотонин 
обеспечивает  сокращение  гладких  мышц  пи-
щеварительного  тракта,  вызывая  перистальти-
ку.  Транспортный  белок  SERT  путем  активного 
транспорта  переносит  избыточный  серотонин, 
содержащийся в венах ЖКТ, в тромбоциты, и да-
лее переносит его в плотные секреторные грану-
лы. Эти процессы во многом сходны с захватом 
и  хранением  норадреналина  в  симпатических 
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нервных  окончаниях.  Концентрация  серотони-
на в гранулах достигает 0,6 моль/л, что в 1000 раз 
выше, чем в цитоплазме тромбоцитов.

На тромбоцитах экспрессируется серотонино-
вый  рецептор  подтипа  2A  (5-HT2A),  связанный 
с G-белком [40], который стимулирует связанную 
с мембраной фосфолипазу C, вызывая фосфори-
лирование  фосфотидилинозитол  4,5-бифосфата 
и образование диацилглицерола и инозитол 1,4,5 
трифосфата. Выход серотонина из плотных гра-
нул тромбоцита в местах повреждения эндотелия 
способствует  активации  тромбоцитов  и  поддер-
живает  тромбообразование.  Серотонин  может 
действовать как прокоагулянт, способствуя удер-
жанию  прокоагулянтных  белков  (фибриногена 
и  тромбоспондина)  на  поверхности  тромбоци-
та [49]. 

При  воспалительных  состояниях  серотонин 
усиливает  хемотаксис  и  миграцию  лейкоцитов 
в  очаг  воспаления,  увеличивает  содержание  эо-
зинофилов в крови, усиливает дегрануляцию туч-
ных клеток и высвобождение других медиаторов 
аллергии и воспаления. Серотонин высвобожда-
ется  из  тромбоцитов  после  стимуляции  активи-
рующими факторами, такими как липополисаха-
рид (ЛПС) и IFNγ. Взаимодействуя с иммунными 
клетками,  серотонин  способствует  продукции 
ими IFNγ. При устранении из среды эндогенного 
серотонина  подавляется  продукция  таких  цито-
кинов, как IL-6 и TNFα [32]. 

Липидные медиаторы тромбоцитов
В тромбоцитах содержится несколько различ-

ных семейств липидов, таких как фосфолипиды, 
сфинголипиды,  стероиды  и  пренольные  липи-
ды,  а  также  сложная  смесь  липидов,  имеющих 
незначительные  различия  молекулярных  струк-
тур  (позиционная  изомерия,  длина  цепи  жир-
ной кислоты и насыщенность водородом). Как и 
во всех клетках млекопитающих, главные липид-
ные  структуры  в  тромбоцитах  –  фосфолипиды, 
которые вместе с гидрофобными жирными кис-
лотами образуют как плазматическую мембрану, 
так  и  многочисленные  внутриклеточные  мем-
браны органелл. Во время активации эти липиды 
являются  субстратами,  которые  преобразуются 
ферментами в биологически активные молекулы, 
такие  1,2-диацилглицерол,  эйкозаноиды,  фос-
фатидилинозитиды,  лизофосфолипиды  и  лизо-
фосфатидную кислоту. Основная метаболизация 
липидов происходит во время активации тромбо-
цита и связана со значительными структурными 
изменениями  в  мембранах  тромбоцита,  таких 
как изменение формы, распластывание, форми-
рование  микровезикул  и  дегрануляция,  а  также 
образование биологически активных протромби-
ческих молекул. Мембраны тромбоцита содержат 
сфингомиелин  и  свободный  холестерин,  кото-

рым  обогащены  специализированные  сигналь-
ные  области,  известные  как  липидные  плоты. 
Тромбоциты  также  содержат  заметные  количе-
ства нейтральных липидов, таких как ди- и три-
глицериды,  а  также  сложные  эфиры  холестери-
на. Некоторые липиды, такие как сфинголипиды 
и гликолипиды/церамиды, присутствуют в мень-
ших количествах, но имеют важные сигнальные 
роли.  Для  регенерации  тканей  важными  оказа-
лись  такие  липидные  метаболиты  тромбоцитов, 
как  фосфолипиды,  сфинголипиды,  лизофосфа-
тидная кислота и фактор активации тромбоцитов 
PAF [1].

Эйкозаноиды
Изучение  роли  биологически  активных  ли-

пидов в биологии тромбоцитов привело в 1976 г. 
к определению тромбоксана A2 (TxA2) как тром-
боцитарного  липида,  который  вызывает  необ-
ратимую  агрегацию  тромбоцитов  (Сэмуелссон 
и Вейн, Нобелевская премия 1982 г.). Активация 
тромбоцитов  стимулирует  не  только  производ-
ство проагрегантного TxA2, но и различных про-
дуктов  12/15-липоксигеназы,  которые  обладают 
иммуннорегулирующим  действием.  Например, 
активный  метаболит  арахидоновой  кислоты 
2S-гидроксиэйкозатетраеновая  кислота  12(S)-
HETE,  способствует  ретракции  эндотелиальных 
клеток и экстравазации клеток крови. В настоя-
щее  время  тромбоксаны,  как  и  другие  произво-
дные  арахидоновой  кислоты  (простагландины, 
простациклины  и  лейкотриены),  классифици-
руют как эйкозаноиды. Биосинтез эйкозаноидов 
начинается  при  гидролизе  фосфолипидов  плаз-
матической  мембраны  под  действием  фермента 
фосфолипазы  А2,  активность  которого  контро-
лируется гормонами и другими биорегуляторами, 
сопряженными  с  G-белками.  Если  метаболизм 
арахидоновой  кислоты  идет  с  участием  фер-
мента  простагландинсинтетазы  (обладающей 
свойствами  циклооксигеназы  и  пероксидазы), 
то  образуются  простагландины,  простациклины 
и  тромбоксаны,  а  если  с  участием  другого  фер-
мента  –  липоксигеназы,  то  синтезируются  лей-
котриены [1]. Тромбоциты – основной источник 
этих  агентов.  В  настоящее  время  степень  акти-
вации тромбоцитов оценивают по уровню тром-
боксана  B2  (TxB2)  в  циркуляции,  стабильному 
продукту распада тромбоксана A2 [2, 3].

Эндоканнабиноиды
Являются  производными  арахидоновой  кис-

лоты,  наиболее  важные  из  которых  анандамид 
(этаноламид  арахидоновой  кислоты)  и  2-арахи-
доноилглицерин.  Эндоканнабиноиды  служат 
сигнальными  молекулами,  для  них  на  нейронах 
и других клетках организма имеются специфиче-
ские рецепторы и ферменты, катализирующие их 
синтез  и  деградацию.  Тромбоциты  могут  синте-
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зировать  2-арахидоноилглицерин,  который  вы-
зывает  их  активацию  [41].  При  воспалительных 
состояниях эндоканнабиноиды обладают проти-
вовоспалительной активностью [37].

Фактор активации тромбоцитов (PAF)
Фосфолипидный медиатор воспаления синте-

зируется, наряду с тромбоцитами, многими типа-
ми клеток: нейтрофилами, базофилами и эндоте-
лиальными клетками. PAF был обнаружен по его 
сильной  анафилактической  активности,  отлич-
ной от анафилатоксинов комплемента C3a и C5a 
[54].  PAF  –  активатор  тромбоцитов,  который 
стимулирует их агрегацию даже в пикомолярных 
концентрациях  [28].  При  этом  PAF  –  мощный 
хемоаттрактант  для  воспалительных  клеток  [39, 
56]. Хотя PAF не эйкозаноид, большая часть PAF 
производится  той  же  самой  системой  фермен-
тов. Ингибиторы фосфолипазы A2 ограничивают 
уровень  продукции  PAF  и  исследуются  как  ми-
шень для лекарственных препаратов противовос-
палительного и антиагрегантного действия [17].

Лизофосфатидная кислота (ЛФК)
Это  фосфатированный  эфир  глицерина,  ко-

торый  образуется  из  молекулы  лецитина  при 
удалении из нее холина. ЛФК вовлечена в боль-
шое  количество  физиологических  процессов, 
модулирует  функцию  многих  органов  и  систем 
(ЖКТ,  нервную,  иммунную,  мочеполовую  си-
стемы  и  другие);  этот  липид  принимает  участие 
в  эмбриональном  развитии  и  также  вовлечен 
в патогенез заболеваний (среди них фиброз, вос-
паление и опухоли). На клеточном уровне ЛФК 
модулирует  миграцию,  хемотаксис,  пролифе-
рацию,  выживание  и  другие  процессы.  Актив-
ность  ЛФК  проявляется  при  связывании  с  ше-
стью рецепторами семейства лизофосфолипидов 
(LPA1-6),  которые,  наряду  с  рецепторами  S1P, 
принадлежат  семейству  рецепторов,  связанных 
с G-белком (GPCR) [12, 65].

ЛФК,  производимая  тромбоцитами,  являет-
ся  главным  источником  ЛФК  в  плазме  крови. 
На  тромбоцитах  имеется  селективный  рецептор 
для ЛФК, который может быть вовлечен в акти-
вацию тромбоцитов. Сама по себе ЛФК-слабый 
агонист  тромбоцитов,  но  ее  активирующаяся 
способность синергетично увеличивается в при-
сутствии адреналина или ЛПС. ЛФК стимулиру-
ет  экспрессию  IL-8  и  хемоаттрактантного  белка 
моноцитов 1 (MCP-1) в эндотелиальных клетках 
способом, зависимым от IL-1 [36]. Прием аспи-
рина  при  заболеваниях  сосудов  уменьшает  уро-
вень ЛФК в крови, а после отмены аспирина уро-
вень ее вновь повышается [51].

Сфинголипиды
Класс липидов, имеющих в основе сфингоид-

ную цепь. Сфингозин-1-фосфат (S1P) представ-
ляет  собой  фосфорилированное  производное 

сфингозина,  являющегося  структурной  основой 
всех сфинголипидов. S1P продуцируется в тром-
боцитах,  сохраняется  и  высвобождается  при  ак-
тивации тромбином или АДФ [14]. S1P регулиру-
ет множество клеточных процессов посредством 
связывания с одним из пяти специфических ре-
цепторов,  сопряженных  с  G-белками  (GPCR), 
обозначаемых  как  S1P1-5.  Эти  рецепторы  по-
разному  экспрессированы  в  различных  тканях, 
где  каждый  регулирует  специфические  виды 
клеточной активности, такие как пролиферация, 
адгезия, сокращение, подвижность, морфогенез, 
дифференцировка  и  выживание.  S1P  определен 
как  регулятор  различных  клеточных  процессов, 
включая передачу сигнала в нейронах, тонус со-
судов,  заживление  ран,  экстравазацию  иммун-
ных клеток, репродукцию и функцию сердечно-
сосудистой системы [16]. Изменения эндогенных 
уровней  S1P  в  этих  системах  может  вызывать 
некоторые  патофизиологические  состояния, 
в том числе воспаление, ангиогенез, заболевание 
сердца, астму и аутоиммунные заболевания [64]. 
Современный  подход  к  лечению  различных  за-
болеваний  и  нарушений,  включая  сердечно-со-
судистые  заболевания,  цереброваскулярные 
заболевания  и  различные  злокачественные  опу-
холи, включает снижение уровня доступного S1P, 
отдельно  или  в  сочетании  с  другими  способами 
лечения.  Невропатологам  хорошо  известен  S1P, 
поскольку они используют блокатор рецепторов 
S1P,  пропрепарат  FTY720  (Финголимод),  чтобы 
ограничить миграцию лейкоцитов в ЦНС при ле-
чении рассеянного склероза [30].

Липоксины, резольвины, протектин
Разрешение  острого  воспаления  –  процесс, 

который  протекает  в  воспаленных  тканях,  воз-
вращая их к гомеостазу. Разрешение воспаления 
считалось  пассивным  процессом,  однако  по-
явились  доказательства,  что  разрешение  актив-
но  организуется  при  участии  различных  клеток 
и эндогенных медиаторов. Среди них липидные 
медиаторы:  липоксины,  резольвины,  протекти-
ны и недавно найденные марезины [4]. Эти меди-
аторы противостоят чрезмерно острому воспале-
нию  и  стимулируют  молекулярные  и  клеточные 
события,  которые  определяют  разрешение  вос-
паления.

Липоксины
Короткоживущие  неклассические  эйкозано-

иды образуются при ферментативной обработке 
арахидоновой  кислоты  (ω-6  жирной  кислоты). 
В  настоящее  время  определены  два  липоксина: 
липоксин A4 (LXA4) и липоксин B4 (LXB4). Оба 
обладают иммуномодуляторными и противовос-
палительными  свойствами.  В  их  производстве 
ключевую роль играют трансклеточные механиз-
мы  биосинтеза  (эпителий/лейкоцит,  лейкоцит/
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лейкоцит). Липоксины также производятся в со-
судистом русле во время взаимодействий тромбо-
цит/лейкоцит,  в  которых  промежуточное  звено 
биосинтеза лейкотриен A4, производимый в лей-
коцитах, преобразуется в липоксины ферментом 
тромбоцитов 12 LOX. 

Резольвины
Члены  семейства  метаболитов  полигидрок-

силированных ω-3  жирных  полиненасыщенных 
кислот,  называемые  «специализированными 
прорезольвиновыми  медиаторами»  (СПМ).  Ре-
зольвины  –  дигидрокси-  или  тригидроксимета-
болиты ω-3 жирных полиненасыщенных кислот: 
эйкозапентаеновой  (ЭПК)  и  докозагексаеновой 
(ДГК).  Резольвины  подразделяются  на  резоль-
вины  Е-серии  (РЕ1  и  РЕ2  образуются  из  ЭПК) 
и Д-серии (образуются из ДГК). Резольвины этих 
классов  образуются  при  ингибировании  цикло-
оксигеназы аспирином [4]. 

Кроме  резольвинов,  к  СПМ  относятся  ма-
резины  и  протектин.  Все  они  формируются 
во  время  поздних  стадий  воспалительных  отве-
тов  как  ключевые  медиаторы  разрешения  этих 
ответов.  Возможно,  что  противовоспалитель-
ные эффекты диетических омега-3 жирных кис-
лот, содержащихся в рыбьем жире, связаны с их 
трансформацией в резольвины [48, 60].

Липоксины  и  резольвины,  взаимодействуя 
с  рецепторами,  сопряженными  G-белками 
на  различных  типах  клеток,  стимулируют  ма-
крофаги  к  нефлогистическому  фагоцитозу,  уве-
личению  продукции  противовоспалительных 
цитокинов  и  уменьшению  образования  провос-
палительных  цитокинов  в  макрофагах,  нейтро-
филах,  эндотелиальных  и  дендритных  клетках. 
Липоксины  и  резольвины  также  стимулируют 
в эндотелии производство окиси азота (NO) и ва-
зопротективного простациклина (PGI2). Степень 
участия тромбоцитов в синтезе противовоспали-
тельных  медиаторов  недостаточно  изучена,  но 
тот  факт,  что  их  продукция  связана  с  приемом 
аспирина, предполагает, что тромбоциты – зна-
чимый источник этих медиаторов. 

Заключение
Тромбоциты  –  мелкие  безъядерные  клет-

ки  крови,  до  недавнего  времени  расценивались 
в  основном  как  регуляторы  гемостаза,  но  долж-
ного  внимания  их  участию  в  организации  и  ре-
гуляции процесса воспаления не уделялось. По-
добно  клеткам  иммунной  системы,  тромбоциты 
активируются  многими  эндогенными  лиганда-
ми, высвобождаемыми стрессированными и по-
врежденными  клетками,  компонентами  бакте-
рий. При этом активация тромбоцитов приводит 
не  только  к  инициации  каскада  коагуляции,  но 
и определяет их адгезию к эндотелию, компонен-
там  внеклеточного  матрикса  и  клеткам  иммун-
ной системы. Индукции воспаления тромбоциты 
способствуют путем высвобождения провоспали-
тельных цитокинов (IL-8, IL-1β, TNFα), различ-
ных  хемокинов  и  липидных  медиаторов.  Тесное 
взаимодействие тромбоцитов с клетками эндоте-
лия  способствует  экстравазации  клеток  иммун-
ной системы и их миграции к очагу воспаления. 
Кроме  того,  тромбоциты  являются  источником 
ферментов, дополняющих возможности нейтро-
филов при производстве липидных противовос-
палительных медиаторов, позволяющих перейти 
к процессам восстановления ткани после острой 
фазы  воспаления.  Блокирование  хронической 
активации  тромбоцитов  при  актеросклеротиче-
ском повреждении артерий антитромботически-
ми  препаратами  (аспирин  и  клопидогрел)  стало 
неотъемлемым  компонентом  патогенетически 
обоснованной терапии этого заболевания, а сни-
жение смертности и увеличение продолжительно-
сти жизни при их использовании в значительной 
степени  связывают  с  противовоспалительными 
эффектами,  реализуемыми  при  взаимодействии 
этих  препаратов  с  тромбоцитами.  Возможность 
управления  активностью  воспаления  путем  мо-
дуляции активности тромбоцитов, вероятно, ста-
нет  распространенным  подходом  при  лечении 
широкого ряда заболеваний, связанных с хрони-
ческим воспалением, в частности нейровоспале-
нием. Роли тромбоцитов в организации и моду-
ляции иммунного ответа посвящена вторая часть 
данного обзора.
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РОЛЬ ФАКТОРА НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ-АЛЬФА 
В ИММУНОПАТОГЕНЕЗЕ ЗАБОЛЕВАНИЙ РАЗЛИЧНОЙ 
ЭТИОЛОГИИ И ЕГО ЗНАЧИМОСТЬ В РАЗВИТИИ 
АНТИЦИТОКИНОВОЙ ТЕРАПИИ МОНОКЛОНАЛЬНЫМИ 
АНТИТЕЛАМИ
Воронина Е.В.1, Лобанова Н.В.1, Яхин И.Р.2, Романова Н.А.2, 
Серегин Ю.А.1
1 ФГБУ «Государственный научно-исследовательский институт генетики и селекции промышленных 
микроорганизмов Национального исследовательского центра „Курчатовский институт“», Москва, Россия  
2 ООО «ФАРМАПАРК», Москва, Россия

Резюме.  Фактор  некроза  опухоли-α  (ранее  известный  как  кахектин)  был  отмечен  как  феномен 
в момент его открытия и до сих пор сохраняет свои позиции в качестве одной из наиболее интенсив-
но  исследуемых  молекул  в  области  биомедицины.  TNFα  рассматривается  как  прототип  семейства 
молекул, с одной стороны, играющих важную роль в регуляции нормальной дифференцировки, ро-
ста и метаболизма различных клеток, а с другой – выступающих в роли медиаторов воспалительных 
процессов при различных заболеваниях человека. Интенсивные междисциплинарные исследования 
биологической роли и терапевтического применения TNFα привели к пониманию его полифункцио-
нальности и установлению его ведущей роли в иммунопатогенезе целого ряда заболеваний, что яви-
лось основанием для разработки «антицитокиновой» терапии моноклональными антителами с высо-
кой специфичностью. 

Цель – осуществить поиск литературы в области изучения структуры и свойств TNFα, а также его 
роли в норме, патологии и терапии

Материалы и методы: поиск литературы через научные поисковые системы и базы данных.
Рассмотрена роль фактора некроза опухолей-α (TNFα) в организме человека в норме и в условиях 

развития патологий. Описаны возможные TNF-индуцируемые сигнальные пути, а также существу-
ющие ингибиторы на основе моноклональных антител для лечения ревматоидного артрита и других 
аутоиммунных заболеваний.

Несмотря  на  колоссальные  знания,  накопленные  в  области  изучения  биологических  функций 
TNFα в норме и патологии, интенсивные междисциплинарные исследования этого феномена в орга-
низме человека являются актуальными и до сих пор.

Несомненные успехи в понимании многозначности TNFα как участника в регуляции различных 
физиологических и патологических процессов в организме человека послужили причиной внедре-
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ния биологических препаратов-антагонистов фактора некроза опухолей на основе моноклональных 
антител, которые оказались высокоэффективными при ревматоидном артрите и являются действен-
ными безопасными лекарственными средствами.

Ключевые слова: фактор некроза опухоли-α, моноклональные антитела, инфликсимаб, этанерцепт, адалимумаб, 
голимумаб, цертолизумаб

ROLE OF TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA IN IMMUNE 
PATHOGENESIS OF DIFFERENT DISEASES AND ITS 
SIGNIFICANCE FOR EVOLVING ANTICYTOKINE THERAPY 
WITH MONOCLONAL ANTIBODIES 
Voronina E.V.a, Lobanova N.V.a, Yakhin I.R.b, Romanova N.A.b, 
Seregin Yu.A.a
a State Research Institute of Genetics and Selection of Industrial Microorganisms, National Research Center “Kurchatov 
Institute”, Moscow, Russian Federation  
b PHARMAPARK LLC, Moscow, Russian Federation

Abstract. Tumor necrosis  factor alpha (generally known as cachectin) was noted as a hallmark since  the 
time of its discovery and still retains its position as one of the most intensely studied molecules in the field of 
biomedicine. TNFα is considered a prototype molecule of the family which, on the one hand, plays an important 
role in regulating normal differentiation, growth and metabolism of various cells, and on the other hand, acts 
as mediator of inflammatory processes in various human diseases. Intensive interdisciplinary studies of TNFα 
biological role and therapeutic use have led to understanding of its polyfunctional effects and establishment of 
its leading role in immune pathogenesis of diseases, which was the basis for the development of “anticytokine” 
therapy with highly specific monoclonal antibodies. We aimed for a search of literature in the field of studying 
TNFα  structure  and  properties,  its  role  under  normal  conditions,  in  different  diseases  and  therapy.  The 
literature studies were performed using scientific searching systems and databases. The results are as follows: 
the role of tumor necrosis factor-α (TNFα) in human body in normal and pathological state was considered. 
Possible TNF-inducible signaling pathways, as well as existing inhibitors based on monoclonal antibodies for 
the treatment of rheumatoid arthritis and other autoimmune diseases are described. In conclusion, intensive 
interdisciplinary  studies  of  TNFα  biological  functions  in  normal  state  and  diseases  are  still  relevant  today, 
despite huge knowledge gained on this subject. 

Undisputable progress in understanding the functional multiplicity of TNFα as a participant in regulation 
of  various  physiological  and  pathological  processes  in  the  human  body  has  promoted  development  of 
biological agents, i.e., the tumor necrosis factor inhibitors based on monoclonal antibodies, which proved to 
be highly effective drugs for treatment of rheumatoid arthritis and other diseases, thus being effective and safe 
biopharmaceuticals.

Keywords: tumor necrosis factor alpha, monoclonal antibodies, infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab, cerolizumab

Введение
В  настоящем  обзоре  рассмотрена  роль  фак-

тора  некроза  опухолей-α  (TNFα)  в  организме 
человека в норме и в условиях развития патоло-
гий.  Описаны  возможные  TNF-индуцируемые 
сигнальные  пути,  а  также  существующие  ин-
гибиторы  на  основе  моноклональных  антител 
для  лечения  ревматоидного  артрита  и  других 
ауто иммунных заболеваний.

Фактор  некроза  опухоли-α  (ранее  известный 
как  кахектин)  был  отмечен  как  феномен  в  мо-

мент  его  открытия  и  до  сих  пор  сохраняет  свои 
позиции в качестве одной из наиболее интенсив-
но  исследуемых  молекул  в  области  биомедици-
ны [25, 48, 52, 60]. 

Первоначально  TNFα  идентифицировали 
как  фактор,  способный  вызывать  in vivo  гемор-
рагический  некроз  некоторых  опухолевых  кле-
ток в условиях введения токсина на основе бак-
терий  Streptococcus pyogenes  и  Serratia marcescens. 
Данный токсин был разработан Уильямом Коли 
после  установления  взаимосвязи  между  перене-
сенными инфекциями, вызванными указанными 
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выше бактериями, и регрессией раковых опухо-
лей у пациентов [34, 60].

Интенсивные  междисциплинарные  исследо-
вания  биологической  роли  и  терапевтического 
применения  TNFα  привели  к  пониманию  его 
полифункциональности.  Установление  ведущей 
роли TNFα в иммунопатогенезе целого ряда за-
болеваний  явилось  основанием  для  разработки 
«антицитокиновой»  терапии  моноклональными 
антителами  (мАТ)  с  высокой  специфичностью. 
Это позволило существенно снизить риск генера-
лизованной иммуносупрессии, которая характер-
на для многих лекарственных средств, в первую 
очередь глюкокортикоидов и цитотоксиков [13]. 
Наконец,  изучение  клинических  и  иммуноло-
гических  эффектов  «антицитокиновых»  мАТ 
предоставило возможность получить принципи-
ально  новые  факты  о  роли  тех  или  иных  воспа-
лительных медиаторов в патогенезе заболеваний.

Структура и функции фактора некроза 
опухоли-α

TNFα  рассматривается  как  прототип  се-
мейства  молекул,  с  одной  стороны,  играющих 
важную  роль  в  регуляции  нормальной  диффе-
ренцировки,  роста  и  метаболизма  различных 
клеток,  а  с  другой  –  выступающих  в  роли  ме-
диаторов  воспалительных  процессов  при  раз-
личных  заболеваниях  человека  [13,  14,  32,  48]. 
В  естественных  условиях  TNFα  вырабатывается 
многими  типами  клеток:  активированными  ма-
крофагами,  В-лимфоцитами,  Т-лимфоцитами, 
NK-клетками,  полиморфноядерными  лейкоци-
тами,  тучными  клетками  и  базофилами,  фибро-
бластами, клетками эндотелия сосудов и др. [14, 
48] и является важнейшим плейотропным цито-
кином, регулирующим множество аспектов раз-
вития,  функционирования  и  поддержания  им-
мунной системы. 

TNFα  экспрессируется  в  качестве  трансмем-
бранного  белка  с  молекулярной  массой  26  кДа 
(233  аминокислоты)  [32,  44,  48,  52].  Под  дей-
ствием  специфического  TNF-конвертирующего 
фермента ADAM17 (известного также как TACE) 
мембраносвязанный  фрагмент  отщепляется, 
и образуется растворимый TNFα с молекулярной 
массой 17 кДа (157 аминокислот) [44].

В  результате  связывания  TNFα  со  специфи-
ческими  мембранными  рецепторами  массой 
55 кДа (типа I, или СD120a, TNFRSF1A, TNFR1) 
и  75  кДа  (типа  II,  или  CD120b,  TNFRSF1B, 
TNFR2)  на  молекулярном  уровне  запускаются 
сигнальные  каскады  с  участием  внутриклеточ-
ных комплексов I,  IIa, IIb, IIc  [2], что приводит 
к  активации  факторов  транскрипции,  которые, 
в свою очередь, регулируют активность несколь-
ких генов, кодирующих синтез провоспалитель-
ных цитокинов и других медиаторов воспаления, 

а также вызывают программируемую гибель кле-
ток [2, 48]. Рецептор TNFR1, который содержит 
DD  (death  domain),  разнороден  и  экспрессиру-
ется на всех изученных типах клеток организма, 
что, в зависимости от этого, предполагает огром-
ное  разнообразие  его  функций  в  организме  че-
ловека.  В  противоположность  этому  показано, 
что экспрессия TNFR2 ограничена клетками им-
мунной системы, эндотелиальными и нервными 
клетками [2]. 

Взаимодействие  TNFα  с  рецепторами  ак-
тивирует  универсальный  фактор  транскрип-
ции  NF-kB,  группу  мультифункциональных 
внутри клеточных  сигнальных  путей  с  участием 
митоген-активируемых  протеинкиназ  MAPKs 
(соmplex  I  через  TNFR1  и  TNFR2)  и  семейство 
протеинкиназ  B  человека  AKT,  контролирую-
щих экспрессию генов иммунного ответа, апоп-
тоз, пролиферацию, регуляцию клеточного цик-
ла,  ангиогенез  и  другие  процессы  [48].  Когда 
TNFα  связывается  непосредственно  с  TNFR1 
на  поверхности  клетки-мишени,  он  мобилизует 
TNFR-ассоциированный  белок  домена  смерти 
(TRADD) [26, 39, 48]. В дальнейшем сигнал пере-
дается на Fas-ассоциированный белок с доменом 
смерти (FADD), который последовательно акти-
вирует каспазу-8 и каспазу-3 и вызывает апоптоз 
(complex IIa и IIb) [2, 39, 48]. Кроме того, TNFα 
активирует псевдокиназу MLKL (complex IIc че-
рез TNFR1), играющую важную роль в развитии 
некроптоза [48].

Таким  образом,  установлено,  что  TNFα,  яв-
ляясь ключевым цитокином иммунной системы, 
в  норме  выполняет  гомеостатическую  функцию 
и  регулирует  множество  биологических  процес-
сов, включая пролиферацию, дифференцировку, 
апоптоз различных клеток, формирование струк-
туры различных органов и тканей, включая вто-
ричные  лимфоидные  органы,  ремиелинизацию 
нейронов,  ремоделирование  сердца,  регенера-
цию  хрящевой  ткани,  а  также  толеризацию  (де-
сенсибилизацию)  макрофагов  и  ингибирование 
онкогенеза  [2,  14,  48].  Его  провоспалительные 
эффекты обеспечиваются за счет NF-kB регули-
руемых белков, таких как интерлейкин-6 (IL-6), 
интерлейкин-8  (IL-8),  интерлейкин-18  (IL-18), 
хемокины, индуцибельной синтазы оксида азота 
(iNOS), циклооксигеназы-2 (СОХ-2) и 5-липок-
сигеназы  (5-LOX)  –  всех  основных  медиаторов 
воспаления.  Более  того,  TNFα  может  индуци-
ровать экспрессию самого себя через активацию 
NF-kB [2, 26]. 

Значительное повышение уровня экспрессии 
TNFα в очаге воспаления, а в ряде случаев и во 
всем  организме,  приводит  к  развитию  аутоим-
мунных  реакций  [15,  39,  40,  48,  55,  69,  70].  Это 
происходит  при  таких  заболеваниях,  как  ревма-
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тоидный артрит (РА), анкилозирующий спонди-
лит,  псориаз,  воспалительные  заболевания  ки-
шечника,  язвенный  колит  и  болезнь  Крона  [15, 
25,  69,  70].  Изучение  этиологии  данных  состоя-
ний позволяет говорить об имеющихся сходствах 
в  патогенетических  механизмах  их  развития, 
главную роль в которых играет TNFα. 

Кроме  того,  отмечают  важную  роль  TNFα 
в современной нейроэндокринной теории разви-
тия сердечно-сосудистых заболеваний [16, 30, 43, 
54, 59, 62, 73, 74]. Было отмечено, что повышение 
уровня  этого  цитокина  зарегистрировано  у  всех 
больных  с  сердечной  недостаточностью  и  кор-
релирует с тяжестью заболевания [16, 43, 48, 62]. 
Особенно  большой  интерес  представляют  дан-
ные  о  том,  что  патологическое  действие  TNFα 
может быть связано с его локальной экспрессией 
в  миокарде.  Однако  механизмы,  лежащие  в  ос-
нове  TNF-индуцируемой  патологии  мио карда, 
весьма  многообразны  [16,  30].  Например,  в  ис-
следованиях  in vivo  у  крыс,  которым  в  течение 
двух  недель  вводили  низкие  дозы  TNFα  (сопо-
ставимые  с  уровнем  TNFα  в  сыворотках  боль-
ных с сердечной недостаточностью), развивают-
ся  прогрессирующее  ослабление  сократимости 
мио карда и ремоделирование сердечной мышцы, 
проявляющееся  в  деградации  фибриллярного 
коллагена, гипертрофии кардиомиоцитов, дила-
тации  и  уменьшении  толщины  левого  желудоч-
ка [30]. 

В исследованиях, опубликованных в 2013 году, 
была  выявлена  гиперэкспрессия  TNFα  в  узлах 
контрактуры  при  развитии  и  прогрессировании 
болезни Дюпюитрена (ладонного фиброматоза), 
в  результате  которого  происходит  избыточное 
развитие  соединительной  ткани  в  области  сухо-
жилий  сгибателей  одного  или  нескольких  паль-
цев,  что  приводит  к  рубцовому  перерождению 
и стойкому нарушению функции кисти [48, 71]. 
Доказательство участия TNF в развитии болезни 
Дюпюитрена  предполагает,  что  его  нейтрализа-
ция  при  местном  применении  ингибиторов  мо-
жет стать надеждой на успешное устранение это-
го заболевания.

TNF  также  представляет  интерес  в  качестве 
мишени  для  фармакологического  воздействия 
в  случае  таких  нейродегенеративных  заболе-
ваний,  как  болезнь  Альцгеймера,  Паркинсона 
и рассеянный склероз [22, 48, 56, 63]. В последнее 
время все больший интерес вызывает роль TNFα 
в  развитии  и  формировании  центральной  нерв-
ной системы, в синаптической передаче и нейро-
генезе. Повышение уровня TNFα  в плазме кро-
ви  и  ликворе  у  больных  рассеянным  склерозом 
считают  важным  патогенетическим  феноменом 
процессов  аутоиммунного  воспаления  и  нейро-
дегенерации в ЦНС [48]. 

Вместе  с  тем  среди  большого  количества 
медиаторов  воспаления  отмечают  особую  роль 
TNFα  в  дисфункциях  сосудистого  эндотелия. 
Показано,  что  цитокин  способствует  повыше-
нию  проницаемости  эндотелия,  накоплению 
нейтрофилов и макрофагов в тканях, усилению 
прокоагулянтных и ослаблению антикоагулянт-
ных свойств эндотелия. TNFα может запускать 
сигнальные  каскады,  ведущие  к  апоптозу  эн-
дотелиальных  клеток  in vitro,  что,  предполо-
жительно,  может  усиливать  прокоагулянтные 
свойства сосудов и усиление их проницаемости 
in vivo [12, 29]. 

В  то  же  время  TNFα  в  течение  многих  лет 
привлекает  внимание  исследователей,  фарма-
кологов,  клиницистов  в  связи  с  его  избиратель-
ной  способностью  тормозить  рост  и  вызывать 
лизис  злокачественных  клеток,  геморрагиче-
ский  некроз  опухолей,  активировать  иммунный 
противо опухолевый ответ, оказывая повреждаю-
щее действие на сосуды [29, 34, 37, 45, 75].

Согласно  последним  данным,  удалось  уста-
новить  немаловажную  роль  комплекса  LUBAC 
(linear  ubiquitin  assembly  complex)  в  формирова-
нии основных сигнальных путей, индуцируемых 
TNFα,  оценить  значение  комплекса  IIc,  RIPK3 
(рецептора  протеинкиназы  3)  и  псевдокиназы 
MLKL  в  развитии  некроптоза,  индуцируемого 
TNF  при  ревматоидном  артрите,  выявить  спо-
собность  TNF  вызывать  эпигенетические  изме-
нения,  открыть  ранее  неизвестные  механизмы 
TNF-индуцируемых  факторов  транскрипции 
в  рамках  хронического  воспаления  и  улуч-
шить  понимание  гомеостатической  функции 
TNFα [48].

Моноклональные антитела к TNFα  в лечении 
аутоиммунных заболеваний

Установление  роли  TNFα  в  регуляции  ряда 
физиологических процессов в организме челове-
ка  и  иммунопатогенезе  заболеваний  послужило 
основанием  для  разработки  «антицитокиновой» 
терапии,  а  именно  создания  группы  препаратов 
на основе моноклональных антител.

В  настоящее  время  на  основании  множества 
данных  подтверждено,  что  ингибиторы  факто-
ра  некроза  опухолей  на  основе  моноклональ-
ных  антител  являются  высокоэффективными 
и  без опасными  препаратами  для  терапии  рев-
матоидного  артрита  и  других  аутоиммунных  за-
болеваний.  С  внедрением  в  протоколы  лечения 
биологических  препаратов-антагонистов  TNF 
появилась  новая  надежда  для  пациентов  с  РА, 
у  которых  ранее  нельзя  было  контролировать 
воспаление,  предотвратить  разрушение  сустава 
или прогрессирование инвалидности. 

В  настоящее  время  на  мировом  фармацевти-
ческом рынке существует 5 основных блокаторов 
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TNFα на основе мАТ: инфликсимаб, этанерцепт, 
адалимумаб,  голимумаб  и  цертолизумаба  пэ-
гол [31, 36].

Моноклональное  антитело  инфликсимаб  яв-
ляется первым препаратом из группы ингибито-
ров  TNFα.  В  связи  с  тем,  что  его  коммерческое 
применение началось в 1998 г., на настоящий мо-
мент имеется огромный опыт использования это-
го мАТ в лечении ревматоидного артрита и других 
заболеваний [53]. Было показано, что инфликси-
маб  подавляет  патологические  эффекты  TNFα 
посредством специфического связывания и ней-
трализации как свободного, так и трансмембран-
ного TNF, а также лизиса TNF-продуцирующих 
клеток.  В  России  с  2001  г.  инфликсимаб  перво-
начально  был  зарегистрирован  для  лечения  бо-
лезни  Крона  и  ревматоидного  артрита  [9,  17]. 
В  последующем  спектр  его  показаний  был  рас-
ширен, и в настоящее время его эффективность 
показана в лечении серонегативных спондилоар-
тропатий  (болезни  Бехтерева  и  псориатической 
артропатии) [28, 51], системных васкулитах [72], 
ювенильном  артрите  [49],  системной  красной 
волчанке [57] и дермато- и полимиозите [42, 68], 
в лечении вторичного амилоидоза [61].

Этанерцепт занимает особое место в истории 
применения  рекомбинатных  белков  в  клиниче-
ской  практике,  поскольку  он  является  первым 
генно-инженерным  биологическим  препаратом, 
полностью состоящим из человеческого белка [1, 
6, 7, 18, 20, 21, 22, 23]. Этот факт служит его глав-
ным  преимуществом  перед  применением  ин-
фликсимаба, который на 25% состоит из мыши-
ной аминокислотной последовательности. Кроме 
того,  комбинированная  конструкция  из  чело-
веческого  рецептора  фактора  некроза  опухоли 
и Fс-фрагмента (CH2 и CH3 области) человече-
ского  IgG1  в  5-8  раз  увеличивает  период  полу-
выведения данного препарата [1]. Следует также 
заметить,  что  этанерцепт  может  применяться 
в  качестве  монотерапии,  а  инфликсимаб  –  ис-
ключительно в сочетании с метотрексатом [7, 18]. 

Сегодня этарнецепт эффективно применяется 
при  лечении  умеренного  и  тяжелого  активного 
полиартикулярного  ювенильного  идиопатиче-
ского артрита у пациентов в возрасте 2 лет и стар-
ше,  для  уменьшения  симптомов  и  замедления 
прогрессирования  структурных  повреждений 
при  активном  артрите  и  улучшения  функции 
у пациентов с псориатическим, активным анки-
лозирующим спондилитом, а также для лечения 
взрослых  пациентов  в  возрасте  18  лет  и  старше 
с хроническим умеренным или тяжелым псори-
азом с наличием бляшек, которым показана си-
стемная терапия или фототерапия [69].

Другим  представителем  группы  блокаторов 
TNFα  служит  мАТ  адалимумаб  как  основной 

биологический  препарат  для  лечения  РА  и  дру-
гих наиболее распространенных воспалительных 
артропатий  в  настоящее  время  [11].  Адалиму-
маб  разрешен  для  применения  в  США  (2002  г.), 
странах  Западной  Европы  (2003  г.)  и  в  России 
(2006 г.)  [8]. Основное показание для его приме-
нения, как и других ингибиторов TNFα – тяже-
лый или умеренно тяжелый РА, при котором не-
достаточно эффективны один или более базисные 
противовоспалительные препараты [8, 11, 18].

Адалимумаб  характеризуется  следующими 
чертами, отличающими его от предыдущих бло-
каторов TNFα [11]. Это полностью человеческое 
антитело к TNFα, что обусловливает его снижен-
ную  иммуногенность.  Преимущество  этого  мАТ 
заключается  в  возможности  его  самостоятель-
ного применения больными в амбулаторных ус-
ловиях  –  метод  введения  и  режим  дозирования 
удобны  для  большинства  пациентов,  а  также 
в его широком спектре применения против вос-
палительных  заболеваний  разной  природы,  та-
ких как ревматоидный артрит [33], псориаз [35], 
болезнь  Крона  [67]  и  др.  Важно  отметить,  что 
в  2016  г.  адалимумаб  получил  свое  десятое  на-
значение  для  лечения  неинфекционных  увеи-
тов  [47].  Допустимо  применение  адалимумаба 
как в комбинации с метотрексатом и другими ба-
зисными противовоспалительными препаратами 
(БПВП), так и в монотерапии [11]. Для адалиму-
маба характерна стабильность эффекта при мно-
голетнем применении. В мире имеется большой 
положительный  опыт  применения  адалимумаба 
для  лечения  воспалительных  ревматических  за-
болеваний, включая результаты многочисленных 
рандомизированных клинических исследований, 
при этом эффективность и безопасность лечения 
этим препаратом как минимум не уступает тако-
вым для других блокаторов TNF [11, 17, 53, 69]. 
При его раннем назначении в комбинации с ме-
тотрексатом  больные  РА  в  два  раза  чаще  дости-
гают ремиссии или низкой активности заболева-
ния,  чем  при  раннем  назначении  монотерапии. 
Своевременное  применение  такой  комбинации 
способствует  длительному  –  не  менее  10  лет  – 
контролю  заболевания  [69].  Важно  отметить, 
что  в  2007  г.  компании  Abbott  была  присуждена 
Премия  Галена  (Galen  Prize)  за  препарат  Хуми-
ра  как  за  лучший  биотехнологический  продукт 
года [11].

В  доказательство эффективности  мАТ  адали-
мумаб перед другими блокаторами TNFα в 2013 г. 
впервые  были  проведены  исследования,  посвя-
щенные  структурному  анализу  взаимодействия 
мАТ  с  рецепторами  TNF.  Было  показано,  что 
адалимумаб  демонстрирует  относительно  более 
высокую  аффинность  наряду  с  инфликсимабом 
и этанерцептом с KD в пределах от 7,05 × 10-11 М 
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до 1,0 × 10-10 М [46, 50], что определяет его более 
выраженную  конкурентную  биологическую  ак-
тивность. 

Несмотря  на  вышеуказанное,  на  настоящий 
момент  нет  строгих  доказательств  того,  что  ка-
кой-либо  блокатор  TNFα  эффективнее  других 
препаратов этой группы и должен использовать-
ся  первым.  Анализ  результатов  многочислен-
ных  клинических  исследований  свидетельствует 
об  одинаково  высокой  эффективности  инфлик-
симаба, этанерцепта и адалимумаба при лечении 
взрослых  больных  с  ревматоидным  артритом 
и  детей  с  ювенильным  ревматоидным  артри-
том [58, 65, 69]. Они включены в перечень жиз-
ненно необходимых и важнейших лекарственных 
препаратов  (ЖНВЛП)  и  рекомендуются  в  ка-
честве  вариантов  лечения  у  пациентов  в  случае 
неэффективности  или  непереносимости  других 
БПВП,  в  том  числе  хотя  бы  одного  из  ингиби-
торов  TNFα,  что  позволяет  за  короткий  период 
времени  значительно  уменьшить  выраженность 
клинико-лабораторных проявлений заболевания 
и замедлить костную деструкцию и прогрессиро-
вание инвалидности.

Следует  отметить,  что,  согласно  Распоряже-
нию  Правительства  РФ  от  28.12.2016  №  2885-р, 
в перечень ЖНВЛП для медицинского примене-
ния на 2017 год были включены два новых мАТ 
для  нейтрализации  TNFα,  один  из  которых  – 
не цельная молекула гуманизированного антите-
ла к этому цитокину, а ее Fab-фрагменты, соеди-
ненные  с  полиэтиленгликолем  –  цертолизумаб 
пэгол  [10, 19, 38, 41, 66], другой – голимумаб – 
полностью  человеческое  мАТ  класса  IgG1κ  [4, 
27, 64, 76]. Обе терапевтические молекулы в ходе 
клинических  испытаний  сумели  доказать  свою 
эффективность  в  лечении  артритов  различной 
этиологии, а также язвенного колита [3, 24], на-

ряду с другими ингибиторами, однако являются 
сравнительно  новыми  в  сфере  антицитокино-
вой терапии на основе моноклональных антител 
и достаточно дорогостоящими, что ограничивает 
их широкое применение для лечения аутоиммун-
ных заболеваний.

Заключение
Несмотря на колоссальные знания, накоплен-

ные в области изучения биологических функций 
TNFα  в  норме  и  патологии,  интенсивные  меж-
дисциплинарные  исследования  этого  феномена 
в  организме  человека  являются  актуальными  до 
сих пор. Определены важные направления буду-
щих  фундаментальных  исследований,  которые 
включают более глубокое понимание молекуляр-
ных  механизмов  TNF-индуцируемых  сигналь-
ных путей в клетке. Интригующим направлением 
является  изучение  влияния  TNF  на  экспрессию 
некодирующих  РНК.  Кроме  того,  стремитель-
ное  развитие  современных  методов  секвениро-
вания позволит прогнозировать клинический от-
вет  и  механизмы,  связанные  с  резистентностью 
к анти-TNF терапии с целью повышения эффек-
тивности лечения, а возможно, и разработки аль-
тернативных подходов. 

Несомненные успехи в понимании многознач-
ности TNFα  как  участника  в  регуляции  различ-
ных физиологических и патологических процес-
сов  в  организме  человека  послужили  причиной 
внедрения биологических препаратов-антагони-
стов фактора некроза опухолей на основе моно-
клональных антител, которые оказались высоко-
эффективными  при  ревматоидном  артрите 
и  являются  действенными  безопасными  лекар-
ственными средствами.
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РОЛЬ CD200/CD200R-ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
В ФОРМИРОВАНИИ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 
ТОЛЕРАНТНОСТИ ПРИ ТРАНСПЛАНТАЦИИ 
И БЕРЕМЕННОСТИ
Арефьева А.С., Бабаян А.А., Степанова Е.О., Донцова Т.В., 
Павлович С.В., Кречетова Л.В., Николаева М.А.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Трансмембранный иммунорегуляторный гликопротеин CD200 принадлежит к семей-
ству  иммуноглобулинов  и  широко  представлен  на  множестве  типов  клеток,  в  то  время  как  его 
сходный по структуре рецептор CD200R в основном экспрессируется на миелоидных и лимфоид-
ных клетках. Иммуномодуляторная роль взаимодействия молекул CD200 и CD200R заключается 
в активации внутриклеточного ингибиторного каскада реакций, приводя к супрессии эффектор-
ных иммунных клеток и подавляя воспалительный процесс. Так, активация CD200R стимулирует 
дифференцировку наивных Т-клеток в регуляторные, повышает активность фермента индоламин-
2,3-диоксигеназы и усиливает синтез цитокинов IL-10 и TGF-β, способствуя формированию Th2-
зависимого противовоспалительного окружения. Данные процессы являются ключевыми в обес-
печении иммунологической толерантности и необходимы для контроля развития аутоиммунных 
процессов, гиперчувствительности, приживления трансплантированных органов и тканей, а так-
же при беременности для защиты полуаллогенного плода, несущего чужеродные антигены отца, 
от отторжения. Толерогенный потенциал взаимодействия молекул CD200 и CD200R может быть 
эффективно  использован  при  лечении  множества  заболеваний  (например,  болезни  Альцгейме-
ра, ревматоидного артрита, аллергии). В данном обзоре большое внимание уделено роли CD200/
CD200R-взаимодействия в стимуляции приживления аллотрансплантата и предотвращения спон-
танного выкидыша. На основании многочисленных исследований можно утверждать, что в основе 
обоих  процессов  лежат  сходные  иммунологические  механизмы,  одним  из  ключевых  участников 
которых является молекула CD200. 

Ключевые слова: CD200, аллотрансплантат, беременность, иммунологическая толерантность, ингибиторный рецептор, 
привычный выкидыш
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THE ROLE OF CD200/CD200R INTERACTIONS IN THE 
FORMATION OF IMMUNOLOGICAL TOLERANCE IN 
TRANSPLANTATION AND PREGNANCY
Arefieva A.S., Babayan A.A., Stepanova E.O., Dontsova T.V., 
Pavlovich S.V., Krechetova L.V., Nikolaeva M.A.
National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology of Ministry of Healthcare of Russian 
Federation, Moscow, Russian Federation

Abstract. The transmembrane CD200 glycoprotein belongs to the immunoglobulin family and it is widely 
represented on a variety of cell types, while its structurally similar CD200R receptor is expressed, mainly, on 
myeloid and lymphoid cells. An immunomodulatory role of CD200 and CD200R interaction is to activate the 
intracellular inhibitory cascade of reactions, leading to suppression of effector immune cells and attenuation 
of  the  inflammatory process. Thus,  the CD200R activation stimulates the differentiation of naive T cells  to 
regulatory T cells, increasing the indolamine 2,3-dioxygenase activity, and enhances the synthesis of IL-10 and 
TGF-β cytokines, contributing to development of a Th2-dependent anti-inflammatory environment. These 
immune regulatory events provide the development of immune tolerance and are required for controlling the 
development  of  autoimmune  processes,  hypersensitivity,  engraftment  of  transplanted  organs  and  tissues,  as 
well as protecting the fetus from spontaneous abortion. Tolerogenic potential of interaction between CD200 
and CD200R molecules can be effectively used for treatment of various diseases (e.g., Alzheimer’s, rheumatoid 
arthritis, allergies). In this review, we will address the role of CD200/CD200R interactions in stimulating the 
post-transplant engraftment and protecting a fetus from spontaneous abortion. Many in vivo and in vitro studies 
have suggested a key role of CD200/CD200R interaction in immune maintenance of both processes. 

Keywords: CD200, allograft, pregnancy, immune tolerance, inhibitory receptor, recurrent abortion

Введение
Молекулы CD200 и CD200R являются высоко-

консервативными  трансмембранными  глико-
протеинами,  относящимися  к  суперсемейству 
иммуноглобулинов и состоящими из двух специ-
фических  для  этого  класса  молекул  иммуногло-
булиноподобных доменов  – V и C. Доказано, что 
взаимодействие  CD200  со  своими  рецепторами 
CD200R  играет  важную  роль  в  формировании 
периферической  иммунологической  толерант-
ности. Так, эти молекулы регулируют активность 
клеток  миелоидного  ряда  и  участвуют  в  супрес-
сии воспалительного ответа как на внешние сти-
мулы (патогены, аллергены), так и на внутренние 
(гипоксия,  воздействие  свободных  радикалов, 
повреждение тканей и пр.) [25]. Нарушение тако-
го взаимодействия приводит к развитию острого 
воспаления,  аутоиммунных  заболеваний,  аллер-
гии и прочих патологических процессов (табл. 1).

Молекула  CD200  экспрессируется  на  мно-
жестве  типов  клеток  миелоидного  ряда  (тучные 
клетки,  нейтрофилы,  макрофаги,  дендритные 
клетки)  и  лимфоидного  ряда  (Т-  и  В-клетки), 
а  также  на  клетках  негематопоэтического  про-
исхождения  (эндотелиальных  клетках,  клетках 
трофобласта, децидуальной ткани и др.) [3]. Экс-
прессия  CD200  быстро  увеличивается  в  ответ 

на  воспаление  в  присутствии  фактора  некроза 
опухоли-альфа  (TNFα)  и  интерферона-гамма 
(IFNγ)  [5].  Кроме  того,  экспрессия  CD200  уси-
лена  на  поверхности  апоптотических  клеток, 
способствуя  снижению  продукции  провоспали-
тельных цитокинов в ответ на высвобождающи-
еся  в  процессе  клеточной  гибели  аутоантигены 
и ограничению развития аутоиммунных процес-
сов [28]. 

Семейство  рецепторов  CD200R  гетерогенно 
и в основном экспрессируется на клетках миело-
идного  ряда  (дендритные  клетки  и  клетки  Лан-
герганса, тучные клетки, эозинофилы, базофилы, 
нейтрофилы и макрофаги). Среди клеток лимфо-
идного ряда (Т- и В-клетки, NK- и NKT-клетки) 
экспрессия  молекул  CD200R  весьма  значитель-
на  на  поверхности  CD4+Тh-клеток  (преимуще-
ственно  Th1-типа),  а  также  В-клеток  памяти 
и плазмобластов [27]. Молекулы CD200R имеют 
более  удлиненную  по  сравнению  с  молекулами 
СD200 цитоплазматическую часть, обеспечиваю-
щую проведение ингибиторного сигнала [35]. 

В отличие от большинства ингибиторных ре-
цепторов, несущих особую цитоплазматическую 
последовательность  –  тирозинсодержащий  ин-
гибиторный  мотив  (immunoreceptor  tyrosine-
based  inhibitory  motif  –  ITIM),  обеспечивающий 
проведение  ингибиторного  сигнала,  молекула 
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рецептора  CD200R  имеет  в  составе  своей  цито-
плазматической части три остатка тирозина [38]. 
После связывания с лигандом молекула CD200R 
фосфорилируется  по  этим  тирозиновым  остат-
кам, что вызывает активацию адапторных белков 
Dok1 и Dok2, обеспечивающих фосфорилирова-
ние ГТФ-азы Ras и активацию фосфатазы SHIP. 
Это  в  свою  очередь  приводит  к  ингибированию 
действия  митоген-активируемой  протеинки-
назы  (mitogen-activated  protein  kinase,  MAPK) 
и  NF-kB.  Результатом  этих  событий  становится 
торможение  дегрануляции  тучных  клеток,  осла-
бление  синтеза  множества  провоспалительных 
цитокинов (например, TNFα, IFNγ, IL-1, IL-17, 
IL-6, IL-8 и IL-10) и усиление синтеза противо-
воспалительных цитокинов (IL-10 и TGF-β) [27]. 

Особо  стоит  выделить  стимулирующее  влия-
ние  CD200/CD200R-взаимодействия  на  синтез 
TGF-β клеткой. Данный цитокин блокирует ак-
тивацию  лимфоцитов  и  макрофагов  и  способ-
ствует  дифференцировке  Т-клеток  в  регулятор-
ные  Т-клетки  с  фенотипом  CD4+CD25+FoxP3+ 
(regulatory T cells, Treg), тем самым предотвращая 
отторжение трансплантированных органов и ми-
нимизируя  аутоиммунные  воспалительные  про-
цессы [15].

Помимо  вышеописанных  событий,  взаи-
модействие  молекул  CD200  и  CD200R  так-
же  обеспечивает  развитие  индоламин-2,3-
диоксигеназы  (indoleamine  2,3-dioxygenase, 
IDO) – зависимого ингибиторного каскада вну-
триклеточных  реакций.  IDO  является  одним 

ТАБЛИЦА 1. ИММУНОМОДУЛЯТОРНОЕ ВЛИЯНИЕ ЭКСПРЕССИИ МОЛЕКУЛ CD200/CD200R НА СИНТЕЗ 
ИММУНОМЕДИАТОРОВ, МОЛЕКУЛ АДГЕЗИИ, ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК И РАЗВИТИЕ ИММУННЫХ ПРОЦЕССОВ/
ЗАБОЛЕВАНИЙ (МОДИФИЦИРОВАНО ИЗ [25])
TABLE 1. IMMUNOMODULATORY EFFECTS OF THE EXPRESSION OF CD200/CD200R MOLECULES ON THE SYNTHESIS 
OF IMMUNOMODULATORS, ADHESION MOLECULES, CELL PROLIFERATION, AND THE DEVELOPMENT OF IMMUNE 
PROCESSES/DISEASES (MODIFIED FROM [25])

Цитокины/хемокины
Cytokines/chemokines

Клетки и молекулы адгезии
Cells and adhesion molecules

Процесс/заболевание
Process/disease

Ус
ил

ен
на

я 
эк

сп
ре

сс
ия

 
C

D
20

0/
C

D
20

0R
In

cr
ea

se
d 

ex
pr

es
si

on
  

of
 C

D
20

0/
C

D
20

0R

О
сл

аб
ле

нн
ая

 э
кс

пр
ес

си
я 

C
D

20
0/

C
D

20
0R

D
ec

re
as

ed
 e

xp
re

ss
io

n 
 

of
 C

D
20

0/
C

D
20

0R

Ус
ил

ен
на

я 
эк

сп
ре

сс
ия

 
C

D
20

0/
C

D
20

0R
In

cr
ea

se
d 

ex
pr

es
si

on
  

of
 C

D
20

0/
C

D
20

0R

О
сл

аб
ле

нн
ая

 э
кс

пр
ес

си
я 

C
D

20
0/

C
D

20
0R

D
ec

re
as

ed
 e

xp
re

ss
io

n 
 

of
 C

D
20

0/
C

D
20

0R

Ус
ил

ен
на

я 
эк

сп
ре

сс
ия

 
C

D
20

0/
C

D
20

0R
In

cr
ea

se
d 

ex
pr

es
si

on
  

of
 C

D
20

0/
C

D
20

0R

О
сл

аб
ле

нн
ая

 э
кс

пр
ес

си
я 

C
D

20
0/

C
D

20
0R

D
ec

re
as

ed
 e

xp
re

ss
io

n 
 

of
 C

D
20

0/
C

D
20

0R

IL-10
TGF-β
IL-4
IL-5

IL-1
IL-6
IL-2

IFNγ/IFNα
IL-12

MIP-1α
MCP-1

IL-8

Treg
Tr1
Tr3

Незрелые 
лейкоциты

Immature state 
of leukocytes

CTL
Активация 
лейкоцитов 
и микроглии

Leukocyte 
and microglia 

activation
Адгезия
Adhesion

Презентация 
антигенов

Antigen 
presentation

MHC-I/II
ICAM-1/2
VCAM-1/2

VLA-4
LFA-1

Инвазивность 
и метастазирование 

злокачественных 
опухолей

Cancer invasivity and 
metastasis

Аутотолерантность
Immune tolerance to 

self-antigens
Приживление 

аллотрансплантата
Allograft acceptance
Остеобластогенез
Osteoblastogenesis

Аутоиммунные 
заболевания
Autoimmune 

diseases
Болезнь 

Паркинсона
Parkinson disease

Болезнь 
Альцгеймера

Alzheimer disease
Алопеция
Alopecia

Вирусная 
инфекция

Viral infection
Спонтанный 

выкидыш
Spontaneous fetal 

loss
Аллергия

Allergy



810

Arefieva A.S. et al.
Арефьева А.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

из  трех  основных  ферментов,  обеспечивающих 
катаболизм  аминокислоты  триптофана,  продук-
ты  превращения  которого,  выступая  в  качестве 
сильных  проапоптотических  сигналов,  вызыва-
ют  остановку  клеточного  цикла  в  середине  G1-
фазы  [26].  IDO  является  IFNγ-индуцибельным 
ферментом и экспрессируется в различных типах 
клеток,  в  том  числе  в  антигенпредставляющих 
клетках (АПК), эндотелиальных клетках и клет-
ках  трофобласта  плода.  Взаимодействие  CD200 
с  CD200R  усиливает  экспрессию  IDO  в  активи-
рованных дендритных клетках [14]. В результате 
такого  взаимодействия  происходит  супрессия 
АПК, снижение пролиферации Т- и NK-клеток, 
усиление  апоптоза  Т-клеток,  а  также  индукция 
Treg-клеток  [31].  Таким  образом  обеспечивается 
иммунологическая толерантность, необходимая, 
в частности, для предотвращения развития ауто-
реактивности,  стимуляции  приживления  транс-
плантата и защиты плода от спонтанного выки-
дыша [13].

CD200 и защита аллотрансплантата от оттор-
жения

Известно,  что  трансплантационный  имму-
нитет  реализуется  с  участием  как  CD8+,  так  и 
CD4+  лимфоцитов  реципиента,  активация  ко-
торых  обеспечивает  развитие  цитотоксической 
и воспалительной форм иммунного ответа на до-
норский  трансплантат  [2].  Активация  CD8+ 
и  CD4+  лимфоцитов  происходит  в  региональ-
ном  лимфатическом  узле  в  результате  прямого 
и  непрямого  распознавания  донорских  моле-
кул  главного  комплекса  гистосовместимости 
(major  histocompatibility  complex,  МНС),  пре-
зентируемых  зрелыми  дендритными  клетками 
как донора, так и реципиента. Формирующиеся 
эффекторные Т-клетки обоих типов (CTL и Th1-
клетки), а также NK-клетки и макрофаги мигри-
руют в очаги воспаления и инициируют реакцию 
отторжения тканей. 

CTL и NK-клетки осуществляют цитолиз до-
норских клеток, а также продуцируют провоспа-
лительный цитокин IFNγ, который способствует 
апоптозу  клеток  трансплантата  и  стимулирует 
реакции, осуществляемые CD4+Т-клетками. При 
взаимодействии с макрофагами Th1-лимфоциты 
повторно  стимулируются  презентируемыми 
фрагментами молекул МНС донора и, в свою оче-
редь, активируют макрофаги через костимулиру-
ющую молекулу CD40. Помимо этого, Th1- лим-
фоциты  продуцируют  TNFα  и  IFNγ,  которые 
также стимулируют макрофаги. Такие активиро-
ванные  макрофаги  выделяют  провоспалитель-
ные цитокины и другие факторы, опосредующие 
деструкцию и отторжение трансплантированных 
тканей.  В  частности,  провоспалительные  цито-
кины  Th1-типа  вызывают  активацию  фибрино-

геноподобного  белка  2  (fibrinogen-like  protein, 
fgl2)  на  эндотелиальных  клетках  транспланта-
та  [16].  Этот  белок  обладает  протромбиназной 
активностью  и  способствует  накоплению  тром-
бина  с  последующей  активацией  тромбоцитов, 
отложением компонентов системы комплемента, 
инфильтрацией  полиморфноядерных  лейкоци-
тов, генерацией фибрина из фибриногена и раз-
витием  тромбоза  в  месте  трансплантации  с  по-
следующим отторжением тканей. 

Преодоление  трансплантационного  иммуни-
тета в клинической практике, т.е. формирование 
искусственной  иммунологической  толерантно-
сти,  реализуется  за  счет  двух  основных  проце-
дур – подбор донора трансплантата с максималь-
ной  генетической  совместимостью  (особенно 
по  генам  HLA  [human  leukocyte  antigens])  и  ле-
карственная иммуносупрессия. И хотя достиже-
ние полной трансплантационной толерантности 
в клинике без применения лекарственных аген-
тов практически невозможно, существуют неко-
торые иммунологические механизмы, способные 
положительно  влиять  на  реакцию  приживле-
ния  трансплантата.  К  тому  же  она  может  быть 
успешно реализована и исследована на грызунах 
во множестве лабораторных моделей [33].

Так,  использование  трансгенных  животных 
со сверхэкспрессией CD200 в условиях аллотранс-
плантационной  модели  позволило  получить 
результаты,  свидетельствующие  о  позитивной 
корреляции  CD200/CD200R-взаимодействия 
и  формирования  иммунологической  толерант-
ности  к  аллотрансплантату.  В  1998  году  впер-
вые  было  показано,  что  присутствие  молекулы 
CD200  на  поверхности  дендритных  клеток  не-
обходимо  для  увеличения  срока  жизни  переса-
женной почки [20]. Многочисленные исследова-
ния,  проведенные  профессором  Реджинальдом 
Горжински  и  его  группой  в  последующие  годы, 
подтвердили  принципиальную  роль  экспрессии 
CD200- и CD200R-молекул в успешном прижив-
лении  аллотрансплантата.  Взаимодействие  дан-
ных  молекул  как  на  локальном  (внутри  самого 
трансплантата), так и на системном уровне (в ор-
ганизме реципиента) вызывает сверхэкспрессию 
мРНК,  кодирующих  интерлейкины,  хемокины 
и их рецепторы, ответственные за супрессию де-
грануляции тучных клеток и привлечение регуля-
торных FoxP3+T-клеток [36].

Таким образом, было доказано, что взаимодей-
ствие CD200 со своими рецепторами на поверх-
ности  тучных  клеток  ингибирует  дегрануляцию 
последних,  а  CD200/CD200R-взаимодействие 
на  поверхности  IDO+  антигенпредставляющих 
клеток  (макрофагов  и  дендритных  клеток)  при-
водит  к  активации  супрессорных  γδТ-клеток 
и супрессорных CD8+Т-клеток, усилению синте-
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за цитокинов Th2-типа (IL-4, IL-10 и TGF-β), ко-
торые  способствуют  дифференцировке  наивных 
T-клеток в регуляторные CD4+CD25+FoxP3+Treg 
клетки,  и  ослаблению  CTL-  и  NK-активности, 
что обеспечивает поддержание оптимальной сре-
ды для выживания трансплантата [23, 34]. 

В  настоящий  момент  предпринимаются  ак-
тивные  попытки  использовать  различные  син-
тетические CD200-подобные пептиды в качестве 
иммуносупрессорных  препаратов  для  примене-
ния  в  клинике  [18].  Так,  агонист  CD200  –  рас-
творимый  иммуноадгезин  CD200Fc  –  состо-
ит  из  внеклеточного  домена  молекулы  CD200 
и Fc-части IgG2a мыши и может оказывать дли-
тельное  иммунорегуляторное  действие,  при-
водя  к  успешному  приживлению  транспланта-
та  как  при  аллогенной,  так  и  при  ксеногенной 
трансплантации  [19,  24].  А  гибридная  молекула 
CD200Fc(Gly)6TGFβ  оказалась  способна  ока-
зывать  супрессирующее  действие  на  лейкоци-
ты  в  концентрации  в  20-100  раз  меньшей,  чем 
CD200Fc и TGF-β по отдельности [22]. Однако, 
в случае отсутствия молекул CD200R, даже сверх-
экспрессия  CD200  и/ или  введение  экзогенно-
го  CD200Fc  не  оказывает  позитивного  влияния 
на приживление трансплантата [4].

CD200 и защита плода от спонтанного выки-
дыша

Спонтанная  постимплантационная  потеря 
плода в первом триместре беременности в основ-
ном  обусловлена  иммуногенетическими  факто-
рами в сочетании с воздействием бактериальных 
эндотоксинов  (в  частности,  липополисахарида) 
и/или  стресса  и  связана  с  развитием  иммунных 
реакций, сопровождающихся увеличением коли-
чества Th1 и активированных NK-клеток, а так-
же  чрезмерной  продукцией  провоспалительных 
цитокинов Th1-типа (IFNγ и TNFα) в децидуаль-
ной ткани и трофобласте плода [9]. На фоне воз-
действия данных цитокинов, как и в случае оттор-
жения  аллогенного  трансплантата,  происходит 
усиление  экспрессии  fgl2,  отложение  фибрина 
и  продукция  IL-8  эндотелиальными  клетками, 
что вызывает инвазию полиморфноядерных лей-
коцитов  (нейтрофилов)  в  область  трансплацен-
тарного барьера и разрушение клеток эндотелия. 
Тем самым обеспечивается развитие протромбо-
генных и провоспалительных условий, в которых 
происходит  разрушение  новообразованных  со-
судов  формирующейся  плаценты  и  отторжение 
плода [6]. 

Стоит  помнить,  что  плод  фактически  пред-
ставляет собой аллотрансплантат, который гене-
тически и иммунологически чужероден организ-
му матери из-за наличия в его геноме отцовских 
генов,  а  одним  из  механизмов,  приводящих 
к родам, является снятие запретов на иммунную 

реакцию  отторжения  несовместимых  тканей. 
Несмотря  на  наличие  плацентарного  гистоге-
матического  барьера  между  плодом  и  матерью, 
полного изолирования генетически несовмести-
мого плода от контакта с материнской иммунной 
системой не происходит [1]. Поэтому для успеш-
ного  протекания  беременности  необходимо 
формирование  естественной  иммунологической 
толерантности  матери  по  отношению  к  плоду. 
Так,  для  реализации  данной  функции  необхо-
димы:  экспрессия  трофобластом  плода  неклас-
сических  молекул  MHC-I  и  молекул  семейства 
TNF,  подавляющих  активность  естественных 
киллеров  и  вызывающих  апоптоз  CTL-клеток 
соответственно;  ограниченная  продукция  про-
воспалительных  цитокинов  макрофагами;  при-
сутствие  в  децидуальной  ткани  IDO+  дендрит-
ных клеток, ответственных за индукцию анергии 
Т-лимфоцитов;  ограниченная  цитолитическая 
активность  маточных  NK-клеток;  повышенное 
содержание  в  трофобласте  регуляторных  γδТ- 
и  NKT-клеток;  практически  полное  отсутствие 
активности Th1-клеток (за счет блокады их диф-
ференцировки  в  региональных  лимфатических 
узлах  и  подавления  активности  под  действием 
IL-10  и  TGF-β,  синтезируемых  регуляторными 
клетками) и повышенное содержание регулятор-
ных  CD4+CD25+FoxP3+Treg,  Tr1-  и  Th3-клеток 
в децидуальной ткани. 

Недавно  была  доказана  крайне  важная  роль 
CD200/CD200R-взаимодействия  в  формирова-
нии  иммунологической  толерантности  к  пло-
ду.  Так,  было  показано,  что  у  женщин  с  успеш-
но  протекающей  беременностью  децидуальные 
клетки и клетки трофобласта плода активно экс-
прессируют молекулы CD200 и CD200R, способ-
ные ингибировать развивающийся воспалитель-
ный  процесс,  что  позволяет  успешно  выносить 
плод [12]. Такое защитное действие CD200, как и 
в случае с приживлением трансплантата, заклю-
чается  в  стимуляции  супрессорных  γδТ-клеток, 
узнающих  неклассические  молекулы  MHC-I 
на клетках трофобласта плода и продуцирующих 
противовоспалительные  цитокины  Th2-типа 
(IL-10  и  TGF-β),  которые,  в  свою  очередь,  ин-
дуцируют  дифференцировку  наивных  Т-клеток 
в  регуляторные  Tr1-  и  Th3-клетки  и  подавляют 
активность  NK-клеток  и  макрофагов.  Кроме 
того,  взаимодействие  CD200  со  своими  рецеп-
торами  на  поверхности  децидуальных  АПК,  не-
сущих аллогенные молекулы плода, вызывает их 
IDO-зависимое  ингибирование,  что  приводит 
к  супрессии  аллореактивных  Т-клеток,  а  также 
к созреванию регуляторных Treg-клеток [10]. Так, 
у мышей с нормально протекающей беременно-
стью  количество  Treg-клеток,  способных  пода-
влять пролиферацию эффекторных клеток и се-
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крецию ими IFNγ, было повышено по сравнению 
с мышами, предрасположенными к спонтанному 
выкидышу  [37].  Также  известно,  что  у  беремен-
ных  женщин  децидуальные  дендритные  клетки 
особенно активно экспрессируют IDO [30], а ко-
личество Treg-клеток сильно повышено, особен-
но  в  начале  беременности  и  в  течение  второго 
триместра,  постепенно  снижаясь  до  нормы  по-
сле родоразрешения [29]. При этом у пациенток 
со  спонтанным  выкидышем  содержание  Treg-
клеток сравнимо с небеременными женщинами.

Исследования,  проведенные  на  мышах  с  по-
вышенной предрасположенностью к такой пато-
логии, показали, что введение CD200Fc способно 
предотвращать  неудачное  завершение  беремен-
ности,  а  инъекции  антител,  направленных  про-
тив  CD200,  наоборот,  увеличивают  риск  потери 
плода [24]. 

Особо  стоит  отметить  роль  молекул  CD200, 
экспрессированных  на  мононуклеарных  лейко-
цитах,  используемых  для  иммуноцитотерапии 
(ИЦТ)  женщин,  проходящих  лечение  от  при-
вычного  идиопатического  выкидыша.  Помимо 
стимуляции  выработки  «блокирующих»  анти-
тел, защищающих HLA-антигены плода от атаки 
Т-клетками матери, введение таким пациенткам 
аллогенных лейкоцитов полового партнера при-
останавливает развитие воспалительного процес-
са и вызывает CD200-опосредованную активацию 
супрессорных γδТ-клеток и синтез противовоспа-
лительного цитокина TGF-β, что вызывает сни-
жение  уровня  цитокинов  Th1-типа,  подавление 
активности NK-клеток и позволяет успешно вы-

носить беременность [11]. Было показано, что ис-
ход терапии напрямую связан с количеством вво-
димых CD200+ клеток. Так, пациентки с успешно 
наступившей  беременностью  получали  в  ходе 
ИЦТ  большее  количество  CD200+  клеток,  чем 
женщины,  у  которых  беременность  не  наступи-
ла [7]. Кроме того, потеря поверхностного CD200 
при  хранении  клеток  крови  в  течение  ночи  при 
+4 °С коррелировала с утратой способности вво-
димых лейкоцитов предохранять от потери плода 
у пациенток [8], в то время как хранение клеток 
при  +37  °С,  наоборот,  вызывало  усиление  экс-
прессии поверхностного CD200. Введение таких 
клеток пациенткам обладало более выраженным 
терапевтическим эффектом [6]. 

Таким  образом,  проведенный  нами  ана-
лиз  литературных  данных  показал,  что  CD200/
CD200R-взаимодействие  инициирует  супрес-
сию  провоспалительной  активности  миелоид-
ных клеток в различных тканях. А тот факт, что 
молекула  CD200  экспрессируется  в  иммуноло-
гически  привилегированных  органах,  а  также 
в  тканях,  постоянно  подвергающихся  антиген-
ному  воздействию,  свидетельствует  о  ключевой 
роли  CD200/CD200R-взаимодействия  в  усиле-
нии  противовоспалительного  ответа.  Важным 
физиологическим  последствием  такого  взаимо-
действия  является  индукция  иммунологической 
толерантности,  которая  достигается  путем  регу-
ляции дифференцировки, адгезии, хемотаксиса, 
а  также  высвобождения  цитокинов  множеством 
типов клеток иммунной системы. 
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СУБПОПУЛЯЦИИ МОНОЦИТОВ У ЗДОРОВЫХ ЛИЦ  
И У ПАЦИЕНТОВ С СЕПСИСОМ
Калашникова А.А., Ворошилова Т.М., Чиненова Л.В., 
Давыдова Н.И., Калинина Н.М.
ФГБУ «Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины имени А.М. Никифорова» Министерства 
РФ по делам гражданской обороны, чрезвычайным ситуациям и ликвидации последствий стихийных 
бедствий, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Моноцитам принадлежит ключевая роль в развитии адекватного иммунного ответа при 
бактериальной инфекции благодаря выполнению ими фагоцитарной, антигенпрезентирующей и се-
креторной функции. Выделяют три субпопуляции моноцитов: классические CD14+CD16-, переход-
ные CD14+CD16+ и неклассические CD14+dimCD16+, различающиеся фенотипически и функциональ-
но. Соотношение субпопуляций изменяется по мере развития противобактериального ответа. Цель 
исследования:  изучить  особенности  фенотипа  субпопуляций  моноцитов  у  пациентов  с  сепсисом 
и изменение их соотношения в зависимости от наличия в крови бактерий; оценить вклад субпопуля-
ций моноцитов в продукцию цитокинов. 

В  динамике  обследовано  16  пациентов  с  сепсисом  (10  мужчин  и  6  женщин,  возраст  58±14  лет, 
SOFA 9,4±2,1 баллов, проанализировано 44 образца крови). Контрольная группа включала условно 
здоровых лиц (n = 23, 12 мужчин и 11 женщин, возраст 51±13 лет). Выполняли: бактериологический 
посев, определение абсолютного и относительного количества субпопуляций классических, переход-
ных и неклассических моноцитов и экспрессию ими HLA-DR и CD64, определение концентрации 
IL-6, TNFα, IL-1β, IL-10 в сыворотке. 

При  сепсисе  увеличивается  абсолютное  количество  моноцитов,  снижается  доля  классических 
и  увеличивается  относительное  и  абсолютное  количество  переходных  клеток,  субпопуляция  не-
классических моноцитов меняется незначительно. Соотношение субпопуляций зависит от наличия 
бактерий в крови: увеличение доли переходных клеток наблюдается при положительных результатах 
бактериологических посевов. При элиминации бактерий соотношение субпопуляций восстанавлива-
ется. При сепсисе увеличивается плотность экспрессии LPS-рецептора CD14, IgG-рецепторов CD16 
и CD64, особенно выраженно – в субпопуляциях переходных и неклассических моноцитов. Во всех 
субпопуляциях  моноцитов  снижается  экспрессия  HLA-DR,  наиболее  заметно  среди  классических 
моноцитов,  наименее  –  на  переходных  клетках.  Отмечается  значительное  повышение  содержания 
в сыворотке цитокинов IL-6, IL-1β, TNFα и IL-10. Определена прямая взаимосвязь между абсолют-
ным количеством классических моноцитов и концентрацией IL-6, а также выраженностью полиор-
ганной  дисфункции.  По-видимому,  повышение  абсолютного  количества  классических  моноцитов 
и IL-6 может быть косвенным критерием оценки степени активации эндотелия – активного проду-
цента ростовых факторов миелоидного ростка и IL-6. Прямая взаимосвязь между долей CD14+CD16+ 
клеток и концентрацией IL-10 в сыворотке свидетельствует о роли переходных моноцитов в его про-



816

Kalashnikova A.A. et al.
Калашникова А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

дукции.  IL-10  подавляет  антигенпрезентирующую  функцию  переходных  клеток  –  экспрессию  мо-
лекул  HLA- DR.  О  последнем  свидетельствует  обратная  зависимость  между  концентрацией  IL-10 
и плотностью экспрессии HLA-DR на CD14+CD16+ клетках. Определена обратная корреляция между 
степенью полиорганной дисфункции и относительным количеством HLA-DR+ моноцитов. Чем вы-
раженнее преобладание среди моноцитов субпопуляции классических, тем заметнее снижение этого 
показателя. Изучение соотношения субпопуляций моноцитов, особенностей их фенотипа при сеп-
сисе помогает понять механизмы противобактериальной защиты. Мониторинг количества класси-
ческих моноцитов и концентрации в сыворотке IL-6 необходим для комплексной оценки воспали-
тельного  ответа  при  сепсисе.  Определение  экспрессии  HLA-DR  на  моноцитах  позволяет  оценить 
выраженность иммуносупрессии у тяжелобольных пациентов.

Ключевые слова: субпопуляции моноцитов, сепсис, цитокины, классические моноциты, переходные моноциты, воспаление

MONOCYTE SUBSETS IN HEALTHY ADULTS AND SEPSIS 
PATIENTS
Kalashnikova A.A., Voroshilova T.M., Chinenova L.V., Davydova N.I., 
Kalinina N.M.
A. Nikiforov Russian Centre of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract.  Monocytes  play  a  key  role  in  the  development  of  immune  response  in  bacterial  infection, 
because  of  their  phagocytic,  antigen-presenting  and  secretory  functions.  There  are  three  subpopulations  of 
monocytes:  “classical”  CD14+CD16-,  “intermediate”  CD14+CD16+,  and  “nonclassical”  CD14+dimCD16+. 
These monocyte subtypes have different phenotypes and functions. The ratio of appropriate subpopulations 
varies with development of the antibacterial response. The aim of the present research was to study phenotypes 
of the monocyte subpopulations in the patients with sepsis, and changes in the monocyte subpopulation ratio, 
depending on the presence of bacteria in circulating blood of the patients, as well as to estimate contribution of 
the monocyte subpopulations to the cytokine production. 

We observed 16 patients with sepsis (10 men and 6 women; mean age, 58±14 years, SOFA 9.4±2.1; a total of 44 
blood samples) examined in dynamics. The control group included healthy adults (n = 23, 12 men and 11 women; 
mean  age,  51±13  years).  Laboratory  studies  included  bacteriological  cultures,  determination  of  absolute  and 
relative numbers of subpopulations of classical, intermediate and non-classical monocytes and their expression of 
HLA-DR and CD64, determination of IL-6, TNFα, IL-1β, IL-10 concentration in blood serum. 

Absolute number of monocytes was increased in the sepsis patients, the ratio of classical monocytes was 
also increased, like as relative and absolute numbers of intermediate cells. Meanwhile, the subpopulation of 
non-classical  monocytes  did  not  change  significantly.  The  monocyte  subpopulation  ratio  depended  on  the 
presence of bacteria in blood, i.e., a higher proportion of intermediate cells was observed in the samples positive 
for bacteria in blood cultures. The ratio of subpopulations was restored after elimination of bacteria from the 
circulation. The expression density of LPS receptor (CD14), IgG receptors (CD16 and CD64) was found to be 
increased, especially in the subpopulations of intermediate and nonclassical monocytes. In all subpopulations of 
monocytes, expression of HLA-DR is reduced, most notably in classical monocytes, least in intermediate cells. 
There was a significant increase in serum levels of IL-6, IL-1β, TNFα and IL-10 cytokines. Direct correlation 
between the absolute number of classical monocytes and IL-6 concentration was revealed, as well as intensity of 
multiple organ dysfunction. Increase in absolute amount of classical monocytes and IL-6 concentration might 
serve as an indirect criterion for evaluation of endothelial activation, an active producer of IL-6 and myeloid 
cell growth factors. A direct correlation between the percentage of CD14+CD16+ cells and IL-10 concentration 
in blood serum indicates to an important role of intermediate monocytes in IL-10 production. IL-10 suppresses 
the antigen-presenting function of intermediate cells, namely, expression of HLA-DR molecules, as suggested 
by  inverse correlation between the IL-10 concentration and HLA-DR expression density on CD14+CD16+ 
cells. We have also determined an inverse correlation between the degree of multi-organ dysfunction and relative 
amount of HLA-DR+ monocytes. The larger was a classical monocyte subpopulation, the more noticeable was 
a decrease of this index. The studies in ratios of monocyte subpopulations help to understand the mechanisms 
of antibacterial protection in sepsis. Monitoring of classical monocyte numbers and serum concentrations of 
IL-6 is necessary for a comprehensive assessment of inflammatory response in sepsis. Determination of HLA-
DR expression on monocytes allows us to evaluate the intensity of immune suppression in critically ill patients.

Keywords: monocyte subsets, sepsis, cytokines, classical monocytes, intermediate monocytes, inflammation
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Введение
Моноциты – клетки врожденного иммуните-

та,  входящие  в  состав  мононуклеарно-фагоци-
тарной системы, включающей также макрофаги, 
дендритные клетки и их костномозговые клетки-
предшественники.  Популяция  циркулирующих 
в  периферической  крови  моноцитов  составляет 
5-10% от лейкоцитов. Дальнейшая дифференци-
ровка  моноцитов  в  макрофаги  или  дендритные 
клетки  осуществляется  после  миграции  во  вну-
тренние  органы  [19].  Основными  функциями 
моноцитов  являются  фагоцитоз  апоптотических 
телец,  распознавание  молекулярных  паттер-
нов,  ассоциированных  с  повреждением  тканей 
(DAMP) или с патогенами (PAMP), синтез цито-
кинов и презентация антигенов клеткам адаптив-
ного иммунитета. 

В  зависимости  от  экспрессии  высокоаффин-
ного  рецептора  к  LPS  (CD14)  и  низкоаффин-
ного  рецептора  к  IgG  (CD16)  принято  выделять 
три  субпопуляции  моноцитов:  классические 
CD14+CD16-,  переходные  CD14+CD16+  и  не-
классические  CD14+dimCD16+  [20].  Субпопуля-
ции  моноцитов  различаются  по  экспрессии  мо-
лекул, опосредующих распознавание, фагоцитоз 
и представление антигенов, что обусловливает их 
функциональные особенности. 

В норме классические моноциты CD14+CD16- 
составляют около 80-85% всей популяции моно-
цитов.  Выраженная  экспрессия  этими  клетками 
скавенджер-рецепторов  [12]  свидетельствует 
о  том,  что  их  основная  функция  –  фагоцитоз 
апоптотических телец. Высокая экспрессия клас-
сическими моноцитами рецептора CD11b/CD18 
(CR3)  позволяет  им  участвовать  в  фагоцитозе 
возбудителей, опсонизированных компонентами 
комплемента  [16]. Классические моноциты экс-
прессируют CD64 – высокоаффинный рецептор 
IgG.  У  неактивированных  клеток  этот  рецептор 
связан  с  иммуноглобулином.  CD64  располага-
ется в липидных рафтах клеточной мембраны [4] 
и  ассоциирован  с  рецептором  к  IFNγ.  Связь 
CD64-IgG  позволяет  поддерживать  сигнальные 
пути в преактивированном состоянии и способ-
ствует  быстрому  проведению  сигнала  при  свя-
зывании  IFNγ  с  рецептором  [5,  17,  18].  Участие 
CD64  в  фагоцитозе  IgG-опсонизированных  ан-
тигенов  без  предварительной  активации  моно-
цитов  является  сомнительным  [12,  17].  Среди 
популяций  моноцитов  классические  моноциты 
характеризуются наименее выраженной экспрес-
сией HLA-DR и костимуляторных молекул CD80 
и  CD86  [12],  что,  возможно,  отражает  их  более 
скромную  роль  в  антигенпрезентации  по  срав-
нению  с  остальными  субпопуляциями  моноци-
тов.  Низкая  экспрессия  этими  клетками  TLR4 
ограничивает их участие в распознавании DAMP 
и PAMP. В ответ на стимуляцию LPS или S. aureus 
классические моноциты продуцируют цитокины 
TNFα, IL-1β, IL-10 и др. [16].

Переходные  моноциты  CD14+CD16+  состав-
ляют одну из минорных субпопуляций. Принято 
считать,  что  эти  клетки  образуются  в  результате 
активации  и  дифференцировки  классических 
моноцитов  [12].  Их  основные  функции:  IgG-
опосредованный  фагоцитоз,  распознавание 
PAMP и синтез цитокинов, антигенпрезентация. 
Реализация  этих  функций  возможна  благодаря 
высокой экспрессии CD64 и CD16, CD14 и TLR, 
HLA-DR и костимуляторных молекул [10, 12, 16]. 
Переходные моноциты CD14+CD16+ продуциру-
ют  как  провоспалительные  цитокины  (TNFα, 
IL-1β и др.), так и противовоспалительный IL-10. 
В этой популяции клеток отмечается максималь-
ная экспрессия TNFα и IL-10 после стимуляции 
LPS  или  S. aureus.  Переходные  моноциты  усту-
пают классическим в плотности экспрессии ска-
венджер-рецепторов и CR3.

Неклассические  моноциты  CD14+dimCD16+ 
с  минимальной  плотностью  экспрессируют 
CD14  и  скавенджер-рецепторы,  что  ограничи-
вает  их  участие  в  распознавании  комплекса  ли-
пополисахарида  +  ЛПС-связывающий  белок 
и  элиминации  апоптотических  клеток.  Неклас-
сические моноциты с максимальной плотностью 
экспрессируют HLA-DR и костимуляторные мо-
лекулы.  Антигенпрезентация  –  одна  из  основ-
ных их функций. Выраженная экспрессия TLR4 
приводит  к  активации  этих  клеток  при  взаимо-
действии с DAMP и PAMP и синтезу цитокинов. 
В  зарубежных  исследованиях  отмечается  высо-
кий уровень продукции TNFα и IL-1β некласси-
ческими моноцитами в ответ на стимуляцию LPS 
и  S. aureus,  а  также  низкий  уровень  продукции 
IL-10 [12, 16].

Фагоцитарная, антигенпрезентирующая и се-
креторная функции моноцитов обусловливают их 
ключевую роль в иммунном ответе при бактери-
альной инфекции. Благодаря секреции моноки-
нов и других продуктов моноциты осуществляют 
иммунорегуляцию,  участвуют  в  кроветворении, 
гемостазе и фибринолизе. 

В  нашем  исследовании  были  сопоставлены 
особенности  фенотипа  и  продукции  цитокинов 
субпопуляциями  моноцитов  у  пациентов  с  сеп-
сисом и здоровых лиц. Проведены динамические 
исследования,  в  результате  которых  определе-
на  взаимосвязь  между  увеличением  содержания 
переходных моноцитов в периферической крови 
септических больных и бактериемией.

Материалы и методы
Исследовали периферическую кровь пациен-

тов с сепсисом отделений реанимации и интен-
сивной  терапии  ФГБУ  «Всероссийский  центр 
экстренной  и  радиационной  медицины  имени 
А.М. Никифорова» МЧС России (ВЦЭРМ МЧС 
России).  Диагноз  «сепсис»  устанавливался  в  со-
ответствии с клиническими критериями (ACCP/
SCCM  Cosensus  Conference  commitee,  1992). 
Оценку органной дисфункции проводили в бал-
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лах  по  шкале  SOFA.  Обследовано  16  пациентов 
с сепсисом, 10 мужчин и 6 женщин, средний воз-
раст 58±14 лет, SOFA 9,4±2,1 баллов. У 14 паци-
ентов кровь брали 1-4 раза в зависимости от дли-
тельности  пребывания  в  отделении  (в  среднем 
1-2 раза в неделю). Проанализировано 23 образ-
ца  крови,  каждый  раз  выполняли  исследования 
субпопуляций  моноцитов  и  однократно  каждо-
му пациенту – бактериологический посев крови 
и  определение  содержания  цитокинов.  У  двух 
человек  взятие  крови  осуществлялось  каждые 
2-3  дня,  проанализирован  21  образец,  каждый 
раз выполняли иммунологические исследования 
и бактериологические посевы крови.

Контрольная группа включала условно здоро-
вых лиц (n = 23) без острой соматической патоло-
гии на момент обследования, проходивших пла-
новое  диспансерное  обследование  во  ВЦЭРМ 
МЧС России. Контрольная группа была сопоста-
вима по полу и возрасту (12 мужчин и 11 женщин, 
средний возраст 51±13 лет). 

Обследования включали: бактериологический 
посев,  определение  абсолютного  и  относитель-
ного  количества  субпопуляций  классических, 
переходных и неклассических моноцитов и экс-
прессию ими HLA-DR и CD64, определение кон-
центрации цитокинов в сыворотке. 

Статистическая  обработка  результатов  про-
водилась  с  помощью  пакета  программ  Statistica 
10.0.  Для  расчета  взаимосвязей  использовали 
непараметрический  корреляционный  анализ 
по Спирмену. Для сравнения групп использовали 
критерий Манна–Уитни. Результаты представле-
ны  в  таблицах  в  виде  средних  значений  ±  стан-
дартное отклонение.

Клинический анализ крови
Кровь  брали  из  локтевой  вены,  в  качестве 

антикоагулянта использовали ЭДТА. Пробы ана-
лизировали  на  геманализаторе  LH750  (Beckman 
Coulter, США).

Бактериологический посев
Сбор материала проводили стандартными ме-

тодами: кровь засевали в две пары флаконов Bact/
Alert  3D  (БиоМерье,  Франция),  инкубировали. 
Выделенные микроорганизмы идентифицирова-
ли  с  использованием  бактериологического  ана-
лизатора  VITEK2  (БиоМерье,  Франция),  опре-
деление чувствительности к антибактериальным 
препаратам проводили автоматическим методом, 
применяя соответствующие карты.

Определение относительного и абсолютного ко-
личества субпопуляций моноцитов

Кровь  брали  из  локтевой  вены,  в  качестве 
антикоагулянта  использовали  ЭДТА.  Применя-
ли  антитела:  IgG1FITC,  CD64FITC,  CD14PE, 
CD16PC5,  HLA-DRPC7,  CD45APC-AF750 
(Beckman Coulter, США). Инкубировали 15 мин 
в  темноте.  Для  лизиса  эритроцитов  использова-
ли  VersaLyse.  Пробы  анализировали  на  проточ-
ном  цитофлуориметре  Navios  (Beckman  Coulter, 
США).  Популяцию  моноцитов  определяли 
как  CD45+SSCmodCD14+  клетки.  Накапливали 

до 5000 событий в моноцитарном регионе. В за-
висимости  от  плотности  экспрессии  CD16  сре-
ди  CD14+  моноцитов  выделяли  три  субпопуля-
ции:  CD14+CD16-  (классические),  CD14+CD16+ 
(переходные),  CD14+dimCD16+  (неклассические) 
(рис.  1Г).  Для  каждой  из  субпопуляций  опреде-
ляли относительное количество клеток, экспрес-
сирующих CD64 или HLA-DR и плотность экс-
прессии этих молекул (рис. 2А, Б, В).

Абсолютное  количество  субпопуляций  моно-
цитов  рассчитывали  с  использованием  данных 
клинического анализа крови.

Определение содержания цитокинов
Методом  твердофазного  ИФА  оценивали  со-

держание в сыворотке крови IL-1β, IL-6, TNFα, 
IL-10 (АО «Вектор-Бест», Россия). 

Результаты 
При сепсисе по сравнению с нормой отмеча-

ется  увеличение  абсолютного  количества  моно-
цитов,  снижение  доли  субпопуляции  классиче-
ских  моноцитов  и  увеличение  относительного 
и  абсолютного  количества  переходных  клеток, 
субпопуляция неклассических моноцитов меня-
ется незначительно (табл. 1). 

Фенотип субпопуляций моноцитов у пациен-
тов с сепсисом имеет ряд особенностей (табл. 2).

Экспрессия поверхностных антигенов моноци-
тами условно здоровых лиц

У  здоровых  лиц  преобладают  классические 
моноциты,  на  которые  приходится  более  80%. 
Переходные и неклассические моноциты состав-
ляют минорные субпопуляции (табл. 1). 

Плотность  экспрессии  CD14  классическими 
и  переходными  моноцитами  сопоставима,  тогда 
как  неклассические  моноциты  экспрессируют 
CD14 значительно слабее (табл. 2). 

CD64  экспрессируют  с  высокой  плотностью 
практически  все  клетки  субпопуляций  клас-
сических  и  переходных  моноцитов.  Среди  не-
классических  моноцитов  только  40%  клеток 
экспрессируют  этот  рецептор,  причем  плот-
ность экспрессии ими CD64 более чем в три раза 
уступает  плотности  экспрессии  CD14+CD16- 
и CD14+CD16+ клетками. 

Экспрессия  низкоаффинного  IgG  рецептора 
CD16  неклассическими  моноцитами  почти  в  2 
раза  превышает  этот  показатель  у  переходных 
моноцитов. 

Молекулы  HLA-DR  экспрессируют  моноци-
ты  всех  популяций,  однако  плотность  экспрес-
сии  различна.  Плотность  экспрессии  HLA-DR 
популяциями CD16+ моноцитов в два раза и бо-
лее  превышает  этот  показатель  у  классических 
моноцитов.  В  норме  субпопуляции  переходных 
и  неклассических  моноцитов  имеют  сходную 
плотность экспрессии HLA-DR. 

Экспрессия поверхностных антигенов моноци-
тами пациентов с сепсисом

Выявлена тенденция к увеличению плотности 
экспрессии CD14-моноцитами пациентов с сеп-
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Рисунок 1. Стратегия гейтирования субпопуляций моноцитов
Примечание. А – выделение лейкоцитов по панлейкоцитарному антигену CD45 (CD45 против бокового светорассеяния);  
Б – гейтирование CD14-позитивных клеток, включая слабопозитивные (CD14 против бокового светорассеяния); В – исключение 
из зоны анализа примеси гранулоцитов CD45+dimCD16+bright (CD16 vs CD45); Г – определение субпопуляций моноцитов 
по распределению маркеров CD14 и CD16: CD14+CD16- классические, CD14+CD16+ переходные, CD14+dimCD16+ неклассические.
Figure 1. Gating strategy fore identification of monocyte subsets
Note. A, identification of leucocyts by leucocyte common antigen CD45 (CD45 vs side scatter); B, gating CD14+ cells with CD14+dim (CD14 vs 
side scatter); C, exclusion of neutrophils CD45+dimCD16+bright (CD16 vs CD45); D, identification of monocyte subsets on CD14 and CD16 surface 
expression: CD14+CD16- classical, CD14+CD16+ intermediate, CD14+dimCD16+ nonclassical.

сисом,  наиболее  выраженная  в  субпопуляциях 
переходных и неклассических моноцитов.

У  пациентов  с  сепсисом  отмечается  двукрат-
ное увеличение плотности экспрессии CD64 все-
ми субпопуляциями моноцитов, доля CD64+ не-
классических моноцитов возрастает практически 
до 100%. В отличие от аналогичных показателей 
моноцитов контрольной группы, плотность экс-
прессии  CD64  переходными  моноцитами  сопо-
ставима, а в ряде случаев и превышает плотность 
экспрессии  этого  рецептора  классическими 
моноцитами. Плотность экспрессии CD16 пере-
ходными и неклассическими моноцитами также 
заметно превышает показатель здоровых лиц.

Относительное  количество  HLA-DR+  моно-
цитов и плотность экспрессии HLA-DR у паци-
ентов  с  сепсисом  ниже  нормальных  значений, 
особенно  выражены  эти  изменения  в  субпопу-
ляции классических моноцитов, в минимальной 
степени – на переходных моноцитах.

Содержание цитокинов в сыворотке здоровых 
лиц и пациентов с сепсисом

В  сыворотке  пациентов  с  сепсисом  по  срав-
нению  с  нормой  отмечалось  выраженное  повы-
шение содержания цитокинов IL-6, IL-1β, TNFα 
и IL-10 (табл. 3).

Для  того  чтобы  сопоставить  изменения  кон-
центрации  цитокинов  в  сыворотке  в  зависимо-
сти  от  соотношения  субпопуляций  моноцитов, 
все  образцы  крови  пациентов  с  сепсисом  были 
разделены на две группы. В первую вошли пробы 
с относительным количеством классических мо-
ноцитов, близким к норме – более 85%, во вто-
рую  –  со  снижением  относительного  количе-
ства классических моноцитов менее 85% за счет 
увеличения  доли  переходных  клеток  (табл.  4). 
Результаты  трех  образцов  были  исключены 
из анализа, поскольку в этих образцах снижение 
субпопуляции классических моноцитов сопрово-
ждалось увеличением доли как переходных, так и 
неклассических клеток.
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Рисунок 2. Различная экспрессия CD64 и HLA-DR 
субпопуляциями моноцитов
Примечание. А – классические моноциты CD14+CD16-;  
Б – переходные моноциты CD14+CD16+; В – неклассические 
моноциты CD14+dimCD16+.
Figure 2. Differential expression of CD64, and HLA-DR of 
monocyte subsets
Note. A, classical monocytes CD14+CD16-; B, intermеdiate monocytes 
CD14+CD16+; C, nonclassical monocytes CD14+dimCD16+.

Корреляционный  анализ  выявил  прямую 
взаимосвязь  между  содержанием  в  сыворотке 
IL- 10 и относительным количеством переходных 
моноцитов, а также между концентрацией IL-10 
и TNFα. Выявлена прямая связь между абсолют-
ным  количеством  субпопуляций  классических 
моноцитов и концентрацией IL-6. 

Сопоставление динамики изменения содержа-
ния субпопуляций моноцитов у пациентов с сепси-
сом и результатов бактериологического исследова-
ния крови

У двух пациентов с сепсисом были проведены 
динамические  наблюдения  изменений  количе-
ства субпопуляций моноцитов в периферической 
крови. Результаты сопоставлялись с результатами 
бактериологических  посевов  крови.  Выявлено, 
что появление микроорганизмов в крови сопро-
вождалось увеличением относительного количе-
ства переходных моноцитов. При отрицательных 
результатах  бактериологического  исследования 
крови  популяция  переходных  моноцитов  сни-
жалась до значений, близких к норме. Отмечена 
прямая сильная взаимосвязь между увеличением 
доли  переходных  моноцитов  и  наличием  бакте-
рий в крови (p < 0,05). Динамика изменений по-
казателей для одного из пациентов представлена 
на рисунке 3.

Обсуждение
Определение  субпопуляций  моноцитов  в  пе-

риферической  крови  с  использованием  про-
точной  цитометрии  вызывает  некоторые  за-
труднения,  связанные  с  вариабельностью 
плотности  экспрессии  моноцитарных  маркеров 
CD14,  HLA- DR  различными  субпопуляция-
ми  моноцитов.  Применяются  разнообразные 
стратегии  гейтирования,  направленные  на  вы-
деление  моноцитов  без  примеси  NK-клеток 
(SSdimCD14-CD16+HLA-DRdim  to  neg)  или  ней-
трофилов  (SSCbrightCD14-CD16+HLA-DR-)  [8]. 

ТАБЛИЦА 1. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ МОНОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С СЕПСИСОМ 
И ЗДОРОВЫХ ЛИЦ
TABLE 1. SUBPOPULATION PROFILE OF PERIPHERAL BLOOD MONOCYTES IN THE GROUP OF PATIENTS WITH SEPSIS, 
AND HEALTHY CONTROL GROUP (DONORS)

Общее количество 
моноцитов

Monocytes, total 

CD14+CD16-

Классические
Classical

CD14+CD16+

Переходные
Intermediate

CD14+dimCD16+

Неклассические
Nonclassical

% × 10/л
× 10/l % × 10/л

× 10/l % × 10/л
× 10/l % × 10/л

× 10/l
Доноры
Donors 
(n = 23)

8,5
±1,3

0,5
±0,1*

84,4
±4,8

0,4
±0,1

9,4
±4,1*

0,04
±0,02*

5,6
±1,9

0,03
±0,01

Сепсис
Sepsis 
(n = 44)

6,6
±2,9

0,9
±0,4*

72,5
±10,8

0,6
±0,3

21,3
±11,9*

0,2
±0,1*

5,7
±3,4

0,05
±0,04

Примечание. * – p < 0,05 – статистически достоверные различия показателей между группами пациентов 
с сепсисом и здоровых лиц. 

Note. *, p < 0.05, statistical significance of the differences between group of patients with sepsis, and healthy control group (donors). 
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ТАБЛИЦА 2. СРАВНЕНИЕ ФЕНОТИПА СУБПОПУЛЯЦИЙ МОНОЦИТОВ ПАЦИЕНТОВ С СЕПСИСОМ И ЗДОРОВЫХ ЛИЦ
TABLE 2. COMPARISON OF MONOCYTE SUBPOPULATIONS PHENOTYPES IN THE GROUP OF PATIENTS WITH SEPSIS,  
AND HEALTHY CONTROL GROUP (DONORS)

Маркер
Parameter

Ед.
Unit

Группа
Group CD14+CD16- CD14+CD16+ CD14+dimCD16+

CD14 mean

Норма
Donors 30,0±6,2* 29,8±8,6** 4,1±0,9* **

Сепсис
Sepsis 30,6±13,1* 36,4±13,3** 6,6±2,8* **

CD64

%

Норма
Donors 98,8±0,8* 99,3±0,7** 41,6±11,3# * **

Сепсис
Sepsis 100±0,0 99,9±0,2 94,8±5,4 

mean

Норма
Donors 2,9±0,5# * 2,4±0,4# ** 0,8±0,1# * **

Сепсис
Sepsis 5,5±1,8# * 5,5±1,8 #** 2,1±0,7# * **

CD16 mean

Норма
Donors 0,5±0,1 5,2±1,2# ** 8,7±3,4**

Сепсис
Sepsis 0,5±0,1 9,0±4,4# ** 19,5±9,1# **

HLA-DR

%

Норма
Donors 99,8±0,1# 99,2±0,5 99,8±0,2#

Сепсис
Sepsis 78,5±14,5# 89,4±8,5# 91,8±6,7#

mean

Норма
Donors 21,3±2,9# * ** 53,2±11,1* 54,5±10,9# **

Сепсис
Sepsis 7,8±4,2# * ** 41,6±18,1* *** 31,0±14,0 # ** ***

Примечание. # – p < 0,05 – статистически достоверные различия показателей между группами пациентов 
с сепсисом и здоровых лиц; * – статистически достоверные отличия значения показателя в субпопуляции 
классических моноцитов (CD14+CD16-) по сравнению с  другими субпопуляциями; ** – статистически 
достоверные отличия значения показателя в субпопуляции неклассических моноцитов (CD14+dimCD16+) 
по сравнению с другими субпопуляциями; *** – статистически достоверные отличия значения показателя 
в субпопуляции переходных моноцитов (CD14+CD16+) по сравнению с другими субпопуляциями.

Note. #, p < 0.05, statistical significance of the differences between groups of patients with sepsis, and donors; *, statistical 
significance of the differences between classical monocytes (CD14+CD16-), and other monocyte subpopulations; **, statistical 
significance of the differences between nonclassical monocytes (CD14+dimCD16+), and other monocyte subpopulations; ***, 
statistical significance of the differences between intermеdiate monocytes (CD14+CD16+), and other monocyte subpopulations.

ТАБЛИЦА 3. СРАВНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ ПАЦИЕНТОВ С СЕПСИСОМ И ЗДОРОВЫХ ЛИЦ
TABLE 3. COMPARISON OF SERUM LEVEL OF CYTOKINES IN THE GROUP OF PATIENTS WITH SEPSIS, AND HEALTHY 
CONTROL GROUP (DONORS)

IL-6, 
пг/мл
pg/ml

IL-1β, 
пг/мл
pg/ml

TNFα, 
пг/мл
pg/ml

IL-10,
пг/мл
pg/ml

Здоровые лица 
Donors
(n = 23)

3,0±3,2* 2,8±2,6* 2,3±2,6* 8,8±8,1*

Сепсис
Sepsis
(n = 35)

91,3±81,3* 41,7±12,3* 22,0±27,2* 34,0±37,2*

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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ТАБЛИЦА 4. СРАВНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКАХ ПАЦИЕНТОВ С СЕПСИСОМ В ГРУППАХ 
С РАЗЛИЧНЫМ СООТНОШЕНИЕМ КЛАССИЧЕСКИХ И ПЕРЕХОДНЫХ МОНОЦИТОВ
TABLE 4. COMPARISON OF SERUM LEVEL OF CYTOKINES IN GROUPS OF PATIENTS WITH SEPSIS WITH DIFFERENCE 
RATIO OF CLASSICAL AND INTERMEDIATE MONOCYTES

IL-6, 
пг/мл
pg/ml

IL-1β, 
пг/мл
pg/ml

TNFα, 
пг/мл
pg/ml

IL-10, 
пг/мл
pg/ml

Группа 1 
Group 1 
(n = 17)

106,6±111,1 15,0±14,6 15,5±11,6 17,8±18,5*

Группа 2
Group 2
(n = 15)

77,0±42,2 14,4±10,3 30,4±36,2 52,1±45,0*

Примечание. * – p < 0,01 статистически достоверные различия показателей между группами. 

Note. *, p < 0.01, statistical significance of the differences between groups. 

Рисунок 3. Изменения относительного количества 
переходных моноцитов в зависимости от наличия 
бактерий в крови у пациентки с сепсисом
Примечание. Пациентка Г., 79 лет. Диагноз: сепсис.  
* –  значения относительного количества CD14+CD16+ 
моноцитов при положительных результатах 
бактериологических исследований.
Figure 3. Change in the intermediate monocyte rate, depending 
on the presence of bacteria in the blood of the patient with 
sepsis
Note. Patient G., 79 years old. Ds: sepsis. *, CD14+CD16+ monocyte 
rate (%) in case of positive results of blood culture.

вается  количество  классических  и,  более  вы-
раженно,  количество  переходных  моноцитов. 
Эти  субпопуляции  различаются  фенотипически 
и  функционально,  их  соотношение  изменяется 
по  мере  развития  противобактериального  отве-
та. В норме классические моноциты составляют 
более 85%, их основная функция – поддержание 
гомеостаза  путем  элиминации  апоптотических 
телец. Классические моноциты выполняют так-
же  надзорную  функцию  –  распознавание  бак-
терий и их продуктов. Связывание TLR4 на по-
верхности  классических  моноцитов  приводит 
к  активации  MyD88-зависимого  пути  проведе-
ния  сигнала  и  синтезу  провоспалительных  ци-
токинов IL-6, TNFα, IL-1β [15]. Продукция IL-6 
регулирует  дифференцировку  плазматических 
клеток и синтез антител,  тогда как провоспали-
тельные  цитокины,  в  том  числе  TNFα,  стиму-
лируют  экспрессию  CD64-  и  CD16-рецепторов 
к иммуноглобулинам. После встречи с бактерия-
ми  классические  моноциты  дифференцируются 
в  CD14+CD16+  клетки.  В  нашем  исследовании 
отмечена  корреляция  между  концентрацией 
TNFα в сыворотке и плотностью экспрессии вы-
сокоаффинного  рецептора  к  IgG  CD64  на  всех 
популяциях  моноцитов.  Образующиеся  de novo 
CD64  и  CD16  способствуют  усилению  фагоци-
тоза  IgG-опсонизированных  бактерий.  Пере-
ходные  моноциты  оптимально  приспособлены 
для выполнения функций распознавания бакте-
риальных  фрагментов,  фагоцитоза  и  презента-
ции антигенов клеткам приобретенного иммуни-
тета.  При  бактериальной  инфекции  повышение 
этой  популяции  необходимо  для  эффективной 
элиминации  возбудителя.  CD14+CD16+  клетки, 
с одной стороны, активно продуцируют провос-
палительные  цитокины,  с  другой  –  стремятся 
ограничить  иммунный  ответ,  синтезируя  IL-10 
на  стадии  поздней  активации  [12,  14].  Измене-
ние пула цитокинов связано с активацией TRIF-
зависимого  сигнального  пути,  который  задей-
ствуется  при  одновременном  связывании  CD16 
и  TLR4  [15].  Выявленная  нами  прямая  корре-
ляционная  зависимость  между  концентрацией 
в сыворотке IL-10 и относительным количеством 

Используемая  в  нашем  исследовании  страте-
гия  гейтирования  субпопуляций  моноцитов 
как  CD14+SSCmodCD45+mod  клеток  позволила 
получить  значения  относительного  количества 
субпопуляций  классических,  переходных  и  не-
классических  моноцитов  у  здоровых  лиц,  сопо-
ставимые с данными литературы.

Моноцитам  принадлежит  ключевая  роль 
в  развитии  адекватного  иммунного  ответа  при 
бактериальной  инфекции.  Эти  клетки  выпол-
няют  множество  функций  для  инициации,  под-
держания  и  негативной  регуляции  воспаления. 
Абсолютная лимфопения у септических больных 
с  выраженным  снижением  абсолютного  и  от-
носительного  количества  регуляторных  популя-
ций  лимфоцитов  приводит  к  возрастанию  роли 
моноцитов  как  регуляторных  клеток.  У  паци-
ентов  с  бактериальным  сепсисом  наблюдается 
абсолютный  моноцитоз,  при  котором  увеличи-
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переходных  моноцитов  CD14+CD16+  подтверж-
дает  данные  литературы  о  том,  что  среди  суб-
популяций  моноцитов  эти  клетки  являются  ос-
новными  продуцентами  IL-10  при  сепсисе  [16]. 
IL-10  подавляет  LPS-индуцированную  актива-
цию  моноцитов,  снижает  продукцию  провос-
палительных  цитокинов  и  подавляет  антиген-
презентирующую  функцию  переходных  клеток. 
В  нашем  исследовании  выявлена  обратная  кор-
реляционная  зависимость  между  концентраци-
ей  в  сыворотке  IL-10  и  плотностью  экспрессии 
HLA-DR  на  CD14+CD16+  клетках.  Существуют 
сообщения о том, что IL-10 снижает экспрессию 
HLA-DR на всех субпопуляциях моноцитов [10] 
вследствие  подавления  активности  регулятора 
транскрипции гена HLA- DR – CIITA (MHC class 
II transactivator) [11]. Под воздействием IL-10 из-
меняется фенотип антигенпрезентирующих кле-
ток  –  уменьшается  относительное  количество 
воспалительных  CD14+CD16+  и  увеличивается 
доля  CD14+CD16-  моноцитов,  выполняющих 
скавенджер-функцию  –  восстанавливается  нор-
мальное  соотношение  классических  и  переход-
ных  моноцитов.  Некоторое  время  классические 
моноциты имеют фенотип, отличный от нормы, 
а именно сниженную экспрессию HLA-DR и ко-
стимуляторных молекул, тем более выраженную, 
чем  выше  была  продукция  IL-10.  Как  правило, 
такой  цикл  является  оптимальным  для  элими-
нации  возбудителя  из  крови  и  предотвращения 
повреждения  макроорганизма  продуктами  вос-
паления. 

Длительная  персистенция  в  крови  бактерий 
или эндотоксина, а также продуктов разрушения 
тканей приводит к гиперпродукции IL-6 класси-
ческими  моноцитами  и  эндотелиоцитами  сосу-
дов. Активированному васкулярному эндотелию 
принадлежит  центральная  роль  в  инициации 
и регуляции системного воспалительного ответа 
при  эндотоксемии  и  бактериальном  сепсисе  [3, 

21]. Активированные эндотелиоциты продуциру-
ют IL-6 и ростовые факторы миелоидного рост-
ка, стимулирующие выход из костного мозга мо-
ноцитов с «наивным» классическим фенотипом. 
Повышение  абсолютного  количества  классиче-
ских моноцитов и содержания в сыворотке IL-6, 
ассоциированного с плохим прогнозом у септи-
ческих больных [7], может быть косвенным кри-
терием  оценки  степени  активации  эндотелия, 
что  объясняет  выявленную  нами  взаимосвязь 
между  абсолютным  количеством  классических 
моноцитов и выраженностью полиорганной дис-
функции по шкале SOFA. 

IL-6, наряду с IL-10, способен оказывать им-
муносупрессорное действие, снижая экспрессию 
молекул  HLA-DR  на  поверхности  антигенпре-
зентирующих клеток [6, 9]. Возможно, снижение 
экспрессии HLA-DR при сепсисе, особенно вы-
раженное  в  субпопуляции  классических  моно-
цитов,  связано  в  том  числе  с  продолжительной 
гиперпродукцией  IL-6.  В  многочисленных  ис-
следованиях  снижение  экспрессии  HLA-DR 
моноцитами  крови  тяжелобольных  пациентов 
расценивается  как  предиктор  развития  нозоко-
миальных  инфекций  и  фактор  неблагоприятно-
го прогноза [1, 2, 11]. В настоящей работе опре-
делена  обратная  зависимость  между  степенью 
полиорганной  дисфункции  и  относительным 
количеством  HLA-DR+  моноцитов.  Следует  за-
метить,  что  чем  большую  долю  от  общего  ко-
личества  моноцитов  составляют  классические 
CD14+CD16-,  тем  более  снижено  относительное 
количество  клеток,  экспрессирующих  HLA-DR. 
Мониторинг  изменений  абсолютного  и  относи-
тельного  количества  классических  моноцитов 
и  концентрации  в  сыворотке  IL-6  необходим 
для комплексной оценки воспалительного ответа 
при  сепсисе.  Определение  экспрессии  HLA-DR 
на  моноцитах  позволяет  оценить  выраженность 
иммуносупрессии у тяжелобольных пациентов.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ОЦЕНКЕ ЦИТОКИНОВОГО 
БАЛАНСА И ЛЕЙКОЦИТАРНОЙ РЕАКЦИИ ПРИ ОБТУРАЦИИ 
ЖЕЛЧЕВЫВОДЯЩИХ ПУТЕЙ РАЗЛИЧНОГО ГЕНЕЗА
Карпунина Т.И., Годовалов А.П., Бусырев Ю.Б.
ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет имени академика Е.А. Вагнера» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Пермь, Россия

Резюме. Исследование выполнено с целью оценки перспективности сочетанного использования 
лейкоцитарных и цитокиновых индексов при обтурации желчевыводящих путей различного генеза. 

Проведено обследование больных с механической желтухой опухолевого (14 человек) и неопухо-
левого (16 человек) генеза, у которых перед операцией в сыворотке крови определяли концентрацию 
цитокинов (IL-1, IL-4, IL-8, TNFα). О суммарной активности эндогенных медиаторов воспаления 
судили по величине индекса воспалительной активности (ИВА), который рассчитывали по формуле 
ИВА  =  (IL-1  +  TNFα)/IL-4.  Дополнительно  вычисляли  ряд  лейкоцитарных  индексов.  Клеточный 
компонент в индексной оценке дает возможность уточнить степень выраженности воспалительной 
реакции, предположить направленность функциональной активности иммунокомпетентных клеток. 

Показано, что ИВА при наличии злокачественных процессов существенно выше, чем при добро-
качественных. Гиперактивация иммунного ответа при опухолях может быть обусловлена значитель-
ным преобладанием провоспалительных цитокинов. Более того, в случаях с опухолевым перерожде-
нием, как с холангитом, так и без него, индексная оценка гуморальной и клеточной составляющей 
позволяет  предположить  возникновение  проблем  с  регенерацией  вследствие  провоспалительной 
направленности иммунного ответа, что не обеспечивает активации соответствующих реакций. Уста-
новлено, что у пациентов с комбинацией злокачественного процесса и холангита лейкоцитарный ин-
декс интоксикации (ЛИИ) увеличен, а индекс иммунореактивности (ИИР) снижен, а при отсутствии 
холангита наблюдается противоположная картина, когда ЛИИ несколько снижен, а ИИР повышен. 
При проведении корреляционного анализа для пациентов с холангитом показана высокая степень 
ассоциированности цитокинового дисбаланса и эндогенной интоксикации. 

Таким образом, очевидна привлекательность использования комплекса цитокинового и лейкоци-
тарных индексов, когда каждый из них отражает определенную часть процесса, а их совокупность 
дает целостную картину патологии и позволяет прогнозировать развитие заболевания. Такой подход, 
по мнению авторов, повышает диагностическую значимость определения иммунологических пока-
зателей, в первую очередь продукции цитокинов, и может быть использован в прогнозировании воз-
никновения осложнений при хирургическом лечении заболевания.

Ключевые слова: индексная оценка, лейкоцитарный индекс интоксикации, цитокиновый баланс, индекс воспалительной 
активности, комплекс интегральных показателей, индекс иммунореактивности
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TECHNICAL ASPECTS OF EVALUATING CYTOKINE PROFILE 
AND LEUKOCYTE REACTION IN BILE DUCT OBTURATION OF 
DIFFERENT ORIGIN
Karpunina T.I., Godovalov A.P., Busyrev Yu.B.
E. Wagner Perm State Medical University, Perm, Russian Federation

Abstract. The study was carried out to assess the prospects for the combined use of leukocyte and cytokine 
indices in the bile duct obstruction of different genesis. 

We have performed a  study of  the patients with mechanical  jaundice, either due  to  tumor  (14 persons), 
or non-tumor genesis (16 persons). Concentrations of cytokines (IL-1, IL-4, IL-8, TNFα) were determined 
in blood serum before surgical intervention. The total activity of endogenous inflammatory mediators in the 
serum of patients was estimated as an index of  inflammatory activity (IVA), which was calculated using the 
following formula: IVA = (IL-1 + TNFα)/IL-4. In addition, a number of leukocyte indices were calculated. 
The cellular component in the index estimation makes it possible to clarify the intensity of the inflammatory 
reaction, and to suggest the direction of the functional changes among the immunocompetent cells. 

It  was  shown  that  IVA  in  presence  of  malignancy  is  significantly  higher  than  in  benign  conditions. 
Overactivation of immune response in tumors may be caused by a significant predominance of pro-inflammatory 
cytokines. Moreover, in cases of malignant tumor growth, both with or without cholangitis, the index scores of 
humoral and cellular components let us suggest the some problems with regeneration, due to pro-inflammatory 
domination of immune response, which does not ensure activation of the corresponding reactions. It has been 
established that the leukocyte intoxication index (LII) is increased,in patients with a combination of malignant 
disorder and cholangitis, and  the  immunoreactivity  index  (MDI)  is  lowered.  In absence of cholangitis,  the 
opposite pattern is observed, when LII  is slightly  lowered and MDI is elevated. Correlation analysis  for  the 
patients with cholangitis revealed a high association of cytokine imbalance and endogenous intoxication. 

A complex of cytokine and leukocyte indices is promising, when each of them reflects a certain part of the 
process, and their combination gives an integral picture of the pathology and allows to predict development of 
the disease. Such an approach, seems to increase the diagnostic significance of these immunological indices, 
primarily,  the  cytokine  production,  and  may  be  used  when  predicting  occurrence  of  complications  in  the 

surgical treatment of the disease.

Keywords: index scoring, leukocyte intoxication index, cytokine balance, index of inflammatory activity, complex of integral indexes, 
immunoreactivity index

Введение
Обтурация  желчевыводящих  путей  (ОЖП) 

и в наши дни остается одной из актуальных про-
блем  билиарной  хирургии,  а  ее  успешное  реше-
ние  представляет  собой  чрезвычайно  сложную 
научно-практическую  задачу.  По  современным 
представлениям,  при  ОЖП,  в  том  числе  в  раз-
витии осложнений при хирургическом лечении, 
существенна роль нарушений в иммунной систе-
ме  [14].  Известно,  что  секретируемые  иммуно-
компетентными  клетками  многочисленные  рас-
творимые  медиаторы,  прежде  всего  цитокины, 
как  индукторы  и  регуляторы  иммунного  ответа, 
обладают многообразными биологическими эф-
фектами.  Они  определяют  характер  иммунных 
реакций, активируют все типы лейкоцитов, клет-
ки эндотелия, формируют сети коммуникацион-
ных  сигналов  между  компонентами  иммунной 
системы  и  другими  органами  и  тканями,  запу-
скают иммунный ответ, а также стимулируют об-

разование и высвобождение вторичных медиато-
ров, в том числе молекул свободных радикалов [1, 
16]. Поскольку ОЖП приводит к холестазу с про-
грессирующей  гипертензией,  возникают  глубо-
кие  нарушения  гомеостаза,  отмечается  имму-
носупрессия  и  накопление  в  крови  токсических 
продуктов,  зачастую  развивается  острый  холан-
гит, втрое увеличивая летальность [17]. При этом 
на фоне угнетения клеточного и активации гумо-
рального звена иммунного ответа (ИО) наблюда-
ется  дисбаланс  про-  и  противовоспалительных 
цитокинов. Исследования последних лет со всей 
очевидностью  показали,  что  иммунокомпетент-
ные  клетки  и  продуцируемые  ими  цитокины 
играют исключительно важную роль в патогенезе 
многих длительно протекающих заболеваний [6, 
18, 24], в том числе в прогрессирующем повреж-
дении  печени  и  развитии  печеночной  недоста-
точности на фоне холестаза, доброкачественной 
механической  желтухи,  либо  канцерогенеза  [2, 
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19, 20, 22]. Вместе с тем многие вопросы остаются 
неизученными. В частности, отсутствуют данные 
о  соотношении  уровня  цитокинов  и  маркеров 
холестатического  и  цитолитического  синдромов 
при  печеночной  недостаточности.  Остается  от-
крытым вопрос о прогностическом значении ин-
терлейкинов при заболеваниях желчевыводящих 
путей,  осложненных  ОЖП  различной  этиоло-
гии [21, 23]. 

Определение цитокинов в клинике преследует 
различные цели: оценку тяжести течения процес-
са,  эффективности  терапии,  прогнозирование 
и др. [10]. Предпринимаются и попытки исполь-
зования определения цитокинов для диагности-
ки,  что,  по  вполне  понятным  причинам,  до  на-
стоящего времени пока не обосновано. Нередкая 
однозначность, а иногда и категоричность трак-
товок  определения  цитокинов  при  различной 
патологии  вызывает  определенную  насторожен-
ность,  которая  обусловлена  следующими  объ-
ективными  фактами:  1)  продолжается  иденти-
фикация все новых цитокинов и генов, которые 
их кодируют; 2) биологические эффекты многих 
цитокинов,  в  частности  интерлейкинов,  имеют 
высокую степень идентичности; 3) многие цито-
кины способны взаимодействовать со структура-
ми одних и тех же рецепторных комплексов [1].

Еще  в  первой  половине  прошлого  столетия 
Я.Я.  Кальф-Калифом  [4]  было  предложено  ис-
пользовать  показатели  лейкоцитарной  форму-
лы в индексном выражении для характеристики 
степени эндогенной интоксикации (ЭИ) в орга-
низме человека и животных. К настоящему вре-
мени, благодаря исследователям, использующим 
такой  подход,  удалось  дополнить  новыми  и  мо-
дифицировать  предложенные  ранее  индексы  [3, 
5,  12].  Авторами  установлено,  что  они  имеют 
диагностическое  и  прогностическое  значение, 
так как позволяют оценить работу эффекторных 
механизмов иммунной системы, а также уровень 
иммунологической  реактивности,  определяя 
процесс  формирования  неспецифических  адап-
тационных реакций [11, 15]. Однако в доступной 
литературе мы не встретили описаний опыта ис-
следователей по комплексной оценке состояния 
хирургических больных с учетом лейкоцитарных 
индексов и баланса основных про- и противовос-
палительных цитокинов. Проведение исследова-
ний в этом аспекте сохраняет свою актуальность.

Цель исследования –  оценить  перспектив-
ность  сочетанного  использования  лейкоцитар-
ных  и  цитокиновых  индексов  при  обтурации 
желчевыводящих путей различного генеза.

Материалы и методы
В исследование были включены 30 пациентов 

с  механической  желтухой  опухолевого  (14  че-

ловек)  и  неопухолевого  (16  человек)  генеза, 
у  которых  в  2  и  6  случаях,  соответственно,  был 
зарегистрирован  холангит.  При  обследовании 
применяли  стандартные  клинические  и  лабора-
торные  методы,  а  также  ультразвуковое  иссле-
дование  гепатопанкреатобилиарной  зоны,  ком-
пьютерную  томографию,  дуоденоскопию  и  по 
показаниям  эндоскопическую  ретроградную 
холангиопанкреатографию.  Все  больные  про-
оперированы  под  общей  анастезией  в  течение 
1-3  суток  после  госпитализации  и  адекватной 
пред операционной  подготовки.  Дополнитель-
но  перед  операцией  определяли  концентрацию 
цитокинов  (IL-1,  IL-4,  IL-8,  TNFα)  в  сыворот-
ке  крови  с  помощью  иммуноферментных  тест-
систем  (ООО  «Цитокин»,  Санкт-Петербург) 
в  соответствии  с  инструкцией  фирмы-произво-
дителя. О суммарной активности эндогенных ме-
диаторов воспаления судили по величине индек-
са  воспалительной  активности  (ИВА),  который 
рассчитывали по формуле ИВА = (IL-1+TNFα)/
IL-4.  Лейкоцитарный  индекс  интоксикации 
вычисляли  по  формуле  Я.Я.  Кальф-Калифа:  
ЛИИ = (4 мц. + 3 ю. + 2 п. + с.) κ (пл. кл. + 1) / 
(лимф.  +  мон.)  ×  (э.  +  1),  где  мц.  –  миелоци-
ты,  ю.  –  юные  нейтрофилы,  п.  –  палочко-
ядерные  нейтрофилы,  с.  –  сегментоядерные 
нейтрофилы,  пл.  кл.  –  плазматические  клет-
ки,  лимф.  –  лимфоциты,  мон.  –  моноциты, 
э.  –  эозинофилы.  Кроме  того,  определяли  ин-
декс  иммунореактивности  (ИИР)  по  формуле 
ИИР  =  (%Лимф+%Эоз)/%Мон,  поскольку  де-
фицит  одного  из  видов  этих  клеток  может  от-
ражать  сдвиги  в  спектре  цитокинов  и  факторах 
детоксикации:  гипоэргический  ответ  отражает 
дефицит  цитокинов  лимфоцитарного  проис-
хождения и ограниченность резервов адаптации, 
а  гиперэргический  ответ  свидетельствует  о  ги-
перпродукции  цитокинов  и  подчеркивает  дис-
баланс медиаторов. Наконец, определяли индекс 
резистентности  организма  (ИРО),  включающий 
лейкоцитарный  индекс  интоксикации  (ЛИИ) 
по  Я.Я.  Кальф-Калифу:  ИРО  =  лейкоциты 
в тыс/л/(возраст κЛИИ). В норме этот показатель 
колеблется от 50 до 100. При его уровне ниже 50 
необходимо  проводить  длительную  детоксика-
ционную терапию, поскольку у каждого второго 
больного при такой величине ИРО развиваются 
различные  осложнения,  синдром  полиорганной 
недостаточности  и  может  наблюдаться  высокая 
летальность [8]. 

Математическую  обработку  полученных  ре-
зультатов  проводили  методами  описательной 
и  непараметрической  статистики  с  использова-
нием  программы  Statistica  6.0.  При  проведении 
корреляционного  анализа  рассчитывали  коэф-
фициент  Спирмена.  Достоверность  коэффици-
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ента  корреляции  оценивали  по  таблице  «Стан-
дартные коэффициенты корреляции» [9].

Результаты и обсуждение
В ходе проведенного клинико-лабораторного 

обследования  авторами  установлен  ряд  особен-
ностей, характеризующих нарушения со стороны 
как  клеточных,  так  и  гуморальных  регулятор-
ных компонентов иммунной системы у больных 
с ОЖП различного генеза. При оценке абсолют-
ных параметров цитокинов можно отметить бо-
лее  высокое  содержание  IL-1  и  TNFα,  а  также 
снижение концентрации IL-4 при злокачествен-
ных процессах, как с холангитом, так и без него 
(табл.  1),  что  указывает  на  сдвиг  цитокинового 
баланса в сторону воспалительного ответа. Одна-
ко только изменения концентрации недостаточ-
но для оценки его характера и степени выражен-
ности.

В  то  же  время  показано,  что  индекс  воспа-
лительной  активности  (ИВА)  в  случае  злокаче-
ственных процессов существенно выше, чем при 
доброкачественных  (табл.  2).  За  нормативный 

показатель ИВА принято считать 0,9-1,1 усл. ед. 
Интересно отметить, что при неопухолевой эти-
ологии  ОЖП  без  холангита  показатель  ИВА 
ниже нормативного. Это может указывать на ги-
пореактивность  иммунитета,  обусловленную 
в  том  числе  относительным  дефицитом  провос-
палительных  цитокинов.  Напротив,  при  злока-
чественных  процессах  иммунный  ответ  гипер-
реактивный.  Подобная  ситуация  может  быть 
обусловлена  избытком  провоспалительных  ци-
токинов. Так, соотношение цитокинов IL-1/IL-4 
у  пациентов  со  злокачественными  процессами 
указывает  на  преобладание  общей  воспалитель-
ной реакции над процессами дифференцировки 
и пролиферации лимфоцитов (табл. 3). Известно, 
что  ИВА  является  объективным  ранним  крите-
рием,  позволяющим  прогнозировать  клиниче-
ский  тип  регенерации:  его  значения  в  пределах 
физиологических  колебаний  (0,9-1,1  усл.  ед.) 
указывают на адекватный адаптивный характер, 
а повышение более 1,1 усл. ед. либо снижение ме-
нее 0,9 усл. ед. свидетельствуют о высоком риске 
регенераторных нарушений. В связи с этим у па-

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С ОЖП, iu/мл
TABLE 1. CONCENTRATION OF SOME CYTOKINS IN PERIPHERAL BLOOD SERUM OF PATIENTS WITH BDO, iu/ml

Злокачественные 
процессы и холангит

Malignant processes and 
cholangitis

Злокачественные 
процессы 

без холангита
Malignant processes 
without cholangitis

Доброкачественные 
процессы и холангит
Innocent processes and 

cholangitis

Доброкачественные 
процессы 

без холангита
Innocent processes 
without cholangitis

IL-4 0,05±0,01 0,07±0,01 0,18±0,06 0,27±0,01*

IL-1 0,24±0,08 0,29±0,02 0,07±0,04 0,02±0,01*

IL-8 0,41±0,04 0,43±0,01 0,26±0,11 0,18±0,16

TNFα 0,05±0,01 0,04±0,01 0 0

Примечание. * – p < 0,05 к группе без холангита при злокачественном процессе. 

Note. *, significant differences with group without cholangitis under malignant process, p < 0.05.

ТАБЛИЦА 2. ИНДЕКС ВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ СОСТОЯНИЯХ
TABLE 2. INDEX OF INFLAMMATORY ACTIVITY IN DIFFERENT CONDITIONS

Злокачественные 
процессы и холангит

Malignant processes and 
cholangitis

Злокачественные 
процессы 

без холангита
Malignant processes 
without cholangitis

Доброкачественные 
процессы и холангит
Innocent processes and 

cholangitis

Доброкачественные 
процессы 

без холангита
Innocent processes 
without cholangitis

ИВА
IIA 6,23±0,98 5,19±0,44 0,90±0,64* 0,10±0,03*

Примечание. * – p < 0,05 при сравнении с группой злокачественных процессов. 

Note. *, significant differences with group of malignant process, p < 0.05.
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циентов с опухолевым перерождением, как с хо-
лангитом, так и без него, можно ожидать проблем 
с регенерацией вследствие преобладания провос-
палительной направленности иммунного ответа, 
что не предполагает активации соответствующих 
процессов.  Более  того,  показано,  что  высокие 
значения  соотношения  IL-1  и  IL-4  ассоцииро-
ваны с прогрессированием заболевания (r = -0,9; 
p < 0,05). 

Можно  предположить,  что  активация  синте-
за  провоспалительных  цитокинов  обусловлена 
тканевым  распадом  (аутолизом),  который  имеет 
место  при  злокачественных  процессах.  Так,  на-
пример, индекс эндогенной интоксикации у па-
циентов  с  опухолями  не  превышает  5  (табл.  4), 
что  не  противоречит  обусловленности  этих  по-
казателей эндогенной интоксикацией продукта-
ми аутолиза. К тому же у пациентов с холангитом 
в сочетании с онкопатологией наименее выраже-
на резистентность (табл. 4), что является небла-
гоприятным признаком, указывающим на высо-
кую вероятность присоединения инфекционных 
осложнений.

С  другой  стороны,  при  использовании  ин-
декса  иммунореактивности  показано  наличие 
гиперпродукции цитокинов, а также дисбаланса 
медиаторов  во  всех  группах.  Показано  [13],  что 

снижение ИИР может быть обусловлено умень-
шением  числа  лимфоцитов,  которое  сочетается 
с  дефицитом  эозинофилов.  Это  свидетельству-
ет  о  недостатке  блокаторов  воспаления,  следо-
вательно,  дезинтоксикационного  компонента 
в  спектре  медиаторов,  и  означает  неблагопри-
ятную  динамику  иммунных  реакций.  В  насто-
ящем  исследовании  выявлено,  что  у  пациентов 
с комбинацией злокачественного процесса и хо-
лангита ЛИИ увеличен, а ИИР снижен. При от-
сутствии  холангита  у  пациентов  с  опухолевым 
ростом  наблюдается  противоположная  картина, 
когда ЛИИ несколько снижен, а ИИР повышен. 

При  проведении  корреляционного  анализа 
для  пациентов  с  холангитом  показана  высокая 
степень  ассоциированности  цитокинового  дис-
баланса по провоспалительному типу и эндоген-
ной интоксикации. Выявлена значимая положи-
тельная связь ЛИИ и ИВА (r = 0,9; p < 0,05 – при 
злокачественных и r = 0,6; p > 0,05 – при добро-
качественных процессах). Кроме этого, увеличе-
ние степени цитокинового дисбаланса сопряже-
но  со  снижением ИРО  (r  =  -   0,9;  p  <  0,05  – при 
злокачественных и r = -0,5; p > 0,05 – при добро-
качественных процессах), отражающего ослабле-
ние защитных сил организма. 

ТАБЛИЦА 3. ОЦЕНКА БАЛАНСА В СИСТЕМЕ ЦИТОКИНОВ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ СОСТОЯНИЯХ
TABLE 3. ESTIMATION OF BALANCE IN CYTOKINES SYSTEM UNDER DIFFERENT CONDITIONS

 
Злокачественные 

процессы и холангит
Malignant processes 

and cholangitis

Злокачественные 
процессы 

без холангита
Malignant processes 
without cholangitis

Доброкачественные 
процессы и холангит
Innocent processes and 

cholangitis

Доброкачественные 
процессы 

без холангита
Innocent processes 
without cholangitis

IL-1/IL-4 5,20±1,20 4,62±0,38 0,90±0,64* 0,09±0,03*

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As for Table 2.

ТАБЛИЦА 4. ВЫРАЖЕННОСТЬ ЭНДОГЕННОЙ ИНТОКСИКАЦИИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ СОСТОЯНИЯХ
TABLE 4. EXPRESSION OF ENDOGENOUS INTOXICATION UNDER DIFFERENT CONDITIONS

Злокачественные 
процессы и холангит

Malignant processes 
and cholangitis

Злокачественные 
процессы 

без холангита
Malignant processes 
without cholangitis

Доброкачественные 
процессы и холангит
Innocent processes and 

cholangitis

Доброкачественные 
процессы 

без холангита
Innocent processes 
without cholangitis

ЛИИ
LII 3,70±0,16 2,06±0,44 2,02±0,28* 2,19±0,35

ИРО
IRO 2,66±0,55 10,53±2,26 14,78±4,36* 9,42±2,10

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As for Table 2.
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Полученные  результаты  подтверждают  мне-
ние  исследователей  о  том,  что  состояние  боль-
ных  механической  желтухой  различного  генеза 
характеризуется  вторичным  иммунодефицитом, 
который проявляется уменьшением численности 
и функциональным дисбалансом клеточного зве-
на иммунитета при незначительном, как прави-
ло,  снижении  функции  его  гуморального  звена. 
Глубина этих расстройств зависит от степени тя-
жести механической желтухи. Безусловно, иден-
тичность биологических эффектов многих цито-
кинов создает достаточно широкие возможности 
для компенсации недостаточности или дефицита 
одних медиаторов другими. Именно это обстоя-
тельство  объясняет  нередкое  отсутствие  корре-
ляции  между  содержанием  тех  или  иных  цито-
кинов  и  клиническими  особенностями  течения 
патологического процесса. В равной степени это 
относится и к возможному отсутствию корреля-
ции между уровнями этих соединений и эффек-
тивностью терапии. К тому же практически всем 
цитокинам  свойственна  быстрая  биологическая 
активность и деградация, когда период полурас-
пада составляет всего от нескольких до десятков 
минут.  С  другой  стороны,  для  них  характерна 
очень  низкая  концентрация  в  сыворотке  крови, 
а  постоянные  изменения  в  иммунной  системе 
под влиянием возрастающей антигенной нагруз-
ки значительно затрудняют верификацию дина-
мично меняющихся показателей и клиническую 
интерпретацию  результатов.  Учитывая  множе-
ственность, а также синергизм и плейотропность 
цитокинов, участвующих в этих реакциях, опре-
деление концентрации в крови какого-то одного 
из них не адекватно отражает состояние цитоки-
нового баланса. Более корректна одномоментная 
оценка  широкого  спектра  медиаторов,  обяза-
тельно  включающего  цитокины  из  оппозитных 
подгрупп  (про-  и  противовоспалительные).  Тем 
не  менее,  учитывая  современные  возможности 
отечественной  медицины  и  обследуемых  кон-
тингентов,  становится  особенно  привлекатель-
ным  находить  связь  между  характером  течения 
той  или  иной  патологии  и  уровнем  продукции 
цитокинов на основании определения лишь не-
скольких  из  них.  Решению  этой  задачи  может 
способствовать  дополнительное  использование 
показателей  рутинного  общего  анализа  крови 
с расчетом лейкоцитарных индексов. Клеточный 
компонент  в  индексной  оценке  дает  возмож-
ность  уточнить  степень  выраженности  воспали-
тельной реакции, предположить направленность 
функциональной активности иммунокомпетент-
ных  клеток.  Например,  уровень  ЛИИ  отража-
ет  степень  эндогенной  интоксикации,  причем 
позволяя  делить  ее  причины  на  обусловленные 
либо  микробным  фактором,  либо  аутолизом 

собственных  тканей.  При  различных  вариантах 
патологии  ЛИИ,  по-видимому,  отражает  и  раз-
личный по качественной характеристике спектр 
медиаторов  воспаления.  ИИР  –  индикатор  сте-
пени  напряженности  клеточного  звена  имму-
нитета,  дисбаланс  в  котором  проявляется  пре-
жде  всего  измененной  цитокинсинтезирующей 
функцией клеток. В свою очередь, ИВА позволя-
ет сделать предположение о преобладающем типе 
Т-хелперов,  а  также  прогнозировать  эффектив-
ность репаративного процесса. Лечебную такти-
ку можно скорректировать по уровню ИРО, ко-
торый отражает степень нуждаемости пациентов 
в детоксикационной терапии. В случае комбина-
ции  злокачественного  заболевания  и  холангита, 
как  показали  наши  исследования,  выраженная 
эндогенная  интоксикация  продуктами  аутоли-
за протекает на фоне дефицита клеток и факто-
ров,  участвующих  в  процессах  детоксикации. 
Эти эффекты раскрывают причину выраженного 
цитокинового дисбаланса с преобладанием про-
воспалительных факторов, которые не способны 
обеспечить адекватную регенерацию.

Заключение
Таким  образом,  предлагаемый  интегральный 

подход  позволяет  объективно  оценивать  изме-
нения в системе иммунитета у пациентов, в част-
ности с ОЖП. Если причиной обтурации послу-
жило  злокачественное  новообразование,  ИВА 
существенно выше, чем при механической жел-
тухе доброкачественного генеза. Гиперактивация 
иммунного ответа при опухолях может быть об-
условлена значительным преобладанием провос-
палительных  цитокинов.  Более  того,  в  случаях 
с опухолевым перерождением, как с холангитом, 
так  и  без  него,  индексная  оценка  гуморальной 
и  клеточной  составляющей  позволяет  предпо-
ложить  возникновение  проблем  с  регенерацией 
вследствие  провоспалительной  направленности 
иммунного ответа, что не обеспечивает активации 
соответствующих реакций. У пациентов с комби-
нацией  злокачественного  процесса  и  холангита 
лейкоцитарный индекс интоксикации увеличен, 
а  индекс  иммунореактивности  снижен,  а  при 
отсутствии  холангита  наблюдается  противопо-
ложная картина, когда ЛИИ несколько снижен, 
а  ИИР  повышен.  При  проведении  корреляци-
онного  анализа  для  пациентов  с  присоединив-
шимся  воспалением  в  желче выводящей  системе 
показана  высокая  степень  ассоциированности 
цитокинового  дисбаланса  и  эндогенной  инток-
сикации.  Очевидной  становится  привлекатель-
ность  использования  комплекса  цитокинового 
и лейкоцитарных индексов, когда каждый из них 
отражает определенную часть процесса, а их со-
вокупность  дает  целостную  картину  патологии 
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и  позволяет  прогнозировать  развитие  заболева-
ния.  Такой  подход  повышает  диагностическую 
значимость  определения  иммунологических  по-
казателей, в первую очередь продукции цитоки-

нов, что можно считать перспективным направ-
лением  в  диагностике  и  оптимизации  терапии 
при хирургическом лечении заболеваний гепато-
билиарной системы.
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ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫЙ ДИСБАЛАНС И СТРУКТУРНО-
ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ СЕРДЦА У ПАЦИЕНТОВ 
С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2 ТИПА
Кологривова И.В.1, 2, Суслова Т.Е.1, Винницкая И.В.1, 
Кошельская О.А.1, Бощенко А.А.1, Трубачева О.А.1
1 ФГБНУ «Томский национальный исследовательский медицинский центр Российской академии наук», 
г. Томск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия

Резюме. Сахарный диабет 2-го типа относится к наиболее социально значимым неинфекционным 
заболеваниям современности и является важным фактором риска развития сердечно-сосудистых за-
болеваний. Изменения в диастолической функции миокарда левого желудочка отмечаются у паци-
ентов с диабетом независимо от наличия других осложнений. Этиология сердечной недостаточности 
при сахарном диабете 2-го типа носит многофакторный характер и связана с клеточными, молекуляр-
ными и метаболическими причинами, однако патофизиологический механизм ее развития до кон-
ца не изучен. Целью настоящей работы стала оценка содержания провоспалительных субпопуляций 
Т-лимфоцитов (Т-хелперов 1-го типа [Th1] и Т-хелперов 17-го типа [Th17]) и FoxP3+Т-регуляторных 
лимфоцитов в зависимости от структурно-функционального состояния сердца по данным двухмерно-
го эхокардиографического исследования у пациентов с сочетанием артериальной гипертензии и са-
харного диабета 2-го типа. В ходе одномоментного сравнительного исследования было обследовано 
25 пациентов с сочетанием артериальной гипертензии и сахарного диабета 2-го типа и 14 пациентов 
с артериальной гипертензией без нарушений обмена веществ. Всем пациентам проводили эхокарди-
ографию из трансторакального доступа в М-режиме, B-режиме и доп леровских режимах сканирова-
ния. Методом проточной цитометрии в периферической крови оценивали содержание Th1- и Th17-
лимфоцитов  по  внутриклеточной  продукции  CD4+  лимфоцитами  IL-17  и  IFNγ,  соответственно, 
и FoxP3+Т-регуляторных лимфоцитов по экспрессии CD25 и фактора транскрипции FoxP3. В сыво-
ротке крови методом проточной цитометрии оценивали содержание IL-17, IL-10, IFNγ и TNFα. Уста-
новлено  наличие  корреляционных  взаимосвязей  между  содержанием  Th17-лимфоцитов,  FoxP3+Т-
регуляторных  лимфоцитов  и  структурно-функциональными  параметрами  миокарда  у  пациентов 
с сахарным диабетом 2-го типа, в то время как у пациентов без нарушений углеводного обмена вза-
имосвязи между иммунологическими и эхокардиографическими параметрами отсутствовали. У па-
циентов  с  сахарным  диабетом  и  диастолической  дисфункцией  содержание  FoxP3+Т-регуляторных 
лимфоцитов, соотношение между Т-регуляторными и Th17-лимфоцитами и средняя интенсивность 
флуоресценции IL-17 в Th17 были ниже, чем у пациентов с диабетом, но без диастолической дис-
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функции. Ассоциация диастолической дисфункции с сахарным диабетом 2-го типа сопровождалась 
повышением содержания IFNγ+Th1-лимфоцитов и концентрации IL-10, IFNγ и TNFα в сыворотке 
по сравнению с теми пациентами, у которых диастолическая дисфункция наблюдалась в отсутствие 
нарушений углеводного обмена. Для диабетических пациентов с диастолической дисфункцией было 
характерно  наличие  гиперинсулинемии,  гипергликемии,  более  высокого  индекса  инсулинорези-
стентности, увеличение окружности талии и индекса висцерального ожирения по сравнению с па-
циентами с диастолической дисфункцией без диабета. Висцеральное ожирение и снижение чувстви-
тельности тканей к инсулину можно рассматривать в качестве патогенетически значимых факторов 
развития иммунорегуляторного дисбаланса и диастолической дисфункции у пациентов с сахарным 
диабетом 2-го типа. 

Ключевые слова: сахарный диабет 2-го типа, диастолическая дисфункция, T-лимфоциты-хелперы 1-го типа, 
T-лимфоциты-хелперы 17-го типа, FoxP3+Т-регуляторные лимфоциты, висцеральное ожирение, инсулинорезистентность

IMMUNOREGULATORY IMBALANCE AND FUNCTIONAL STATE 
OF THE HEART IN THE PATIENTS WITH DIABETES MELLITUS 
TYPE 2
Kologrivova I.V.a, b, Suslova T.E.a, Vinnitskaya I.V.a, Koshelskaya O.A.a, 
Boshchenko A.A.a, Trubacheva O.A.a
a Tomsk National Research Medical Centre, Russian Academy of Sciences, Tomsk, Russian Federation  
b Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Diabetes mellitus type 2 is one of the most important non-infectious diseases in the modern world, 
being  an  important  risk  factor  of  cardiovascular  disorders.  Changes  in  left  ventricular  myocardial  diastolic 
function are observed in diabetic patients independently from other comorbidities. Etiology of the heart failure 
during diabetes mellitus type 2 is multifactorial, exhibiting cellular, molecular and metabolic aspects. However, 
its  pathophysiological  mechanisms  are  not  completely  understood.  The  aim  of  this  study  was  to  evaluate 
numbers of inflammatory T lymphocytes, i.e., T helper type 1 (Th1) and T helper type 17 (Th17) cells, and 
FoxP3+T regulatory lymphocytes, depending on the functional state of the heart assessed by two-dimensional 
echocardiography  in patients with arterial hypertension and diabetes mellitus  type 2. A  total of  twenty-five 
patients with a combination of arterial hypertension and diabetes mellitus type 2, and 14 patients with arterial 
hypertension without carbohydrate disturbances were recruited to a cross-sectional case-control study. All the 
patients underwent echocardiography with transthoracic access at the M-mode, B-mode and Doppler mode 
of  imaging. We evaluated numbers of Th1 and Th17  lymphocytes by  intracellular production of  IL-17 and 
IFNγ by CD4+ lymphocytes, respectively. The numbers of FoxP3+T regulatory lymphocytes were estimated 
by expression of CD25 and FoxP3 transcription factor. A flow cytometry approach was used in both cases. We 
revealed some correlations between the numbers of Th17 lymphocytes, FoxP3+T regulatory lymphocytes and 
functional parameters of myocardium in patients with diabetes mellitus type 2, which were absent in patients 
without carbohydrate impairments. The numbers of FoxP3+T regulatory lymphocytes, Treg/Th17 lymphocyte 
ratio, and mean fluorescence intensity of IL-17 for Th17 cells was lower in patients with diabetes mellitus and 
diastolic dysfunction compared to the patients with diabetes free of diastolic dysfunction. Association of diastolic 
dysfunction with diabetes mellitus type 2 was accompanied by increase of IFNγ+Th1 lymphocyte numbers and 
concentrations of  IL-10, IFNγ  and TNFα  in  serum as compared  to  the patients with diastolic dysfunction 
in  the  absence  of  carbohydrate  metabolism  disturbances.  The  diabetic  patients  with  diastolic  dysfunction 
were characterized by hyperinsulinemia, hyperglycemia, higher index of insulin resistance, increase of waist 
circumference and visceral adiposity index when compared to the patients with diastolic dysfunction without 
diabetes. Visceral obesity and decrease of  insulin sensitivity may be regarded as pathogenetically  significant 
factors  for  the development of  immune regulatory  imbalance and diastolic dysfunction  in  the patients with 
diabetes mellitus type 2. 

Keywords: diabetes mellitus type 2, diastolic dysfunction, Th1 lymphocytes, Th17 lymphocytes, FoxP3+T regulatory lymphocytes, 
visceral obesity, insulin resistance
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Введение
Сахарный диабет (СД) 2-го типа по праву счи-

тается  «неинфекционной  эпидемией  современ-
ности»  [1].  Его  распространенность  неуклонно 
растет  и  прогнозы  для  развитых  стран  являют-
ся  крайне  пессимистическими:  ожидается,  что 
к 2035 г. число больных СД 2-го типа во всем мире 
может достигнуть 592 млн человек [2]. Сердечно-
сосудистые  заболевания  являются  главной  при-
чиной смертности пациентов с СД [31]. Помимо 
многократно повышенных рисков развития ате-
росклероза,  для  пациентов  СД  2-го  типа  харак-
терно развитие хронической сердечной недоста-
точности (ХСН) [8]. Клинические исследования 
показывают, что частота ХСН у лиц, страдающих 
СД, в 2-5 раз выше по сравнению с пациентами без 
диабета [19, 26]. Основными факторами развития 
ХСН при СД 2-го типа являются диабетическая 
кардиомиопатия, ишемия миокарда и артериаль-
ная гипертензия, составляющие так называемую 
«кардиотоксическую триаду» [29].

Этиология сердечной недостаточности у боль-
ных сахарным диабетом носит многофакторный 
характер и связана с клеточными, молекулярны-
ми  и  метаболическими  нарушениями,  однако 
патофизиологические  механизмы  ее  развития 
окончательно  не  изучены  [27].  Помимо  прямо-
го  повреждающего  воздействия  на  миокард  ги-
пергликемии,  в  патогенез  кардиомиопатии  при 
диабете вовлечены нарушения ремоделирования 
внеклеточного матрикса, развитие миокардиаль-
ного  фиброза  и  локального  воспаления  ткани 
сердца [20].

Наличие хронического субклинического вос-
паления  при  СД  2-го  типа  доказано  многочис-
ленными исследованиями [23, 41], однако меха-
низмы  развития  воспаления  и  роль  воспаления 
в патогенезе СД и коморбидных состояний изу-
чены недостаточно. Изначально главными клет-
ками, модулирующими воспаление при СД 2-го 
типа, считались макрофаги. Они обнаруживались 
в большом количестве в жировой ткани у паци-
ентов с ожирением и инсулинорезистентностью. 
Было показано, что развитие устойчивости к ин-
сулину  сопровождается  переключением  фено-
типа  макрофагов  с  противовоспалительного  М2 
на  провоспалительный  М1  [35].  В  дальнейшем 
была  установлена  важная  роль  Т-лимфоцитов 
в  патогенезе  хронического  воспаления  при  СД 
2-го типа: как оказалось, нарушение иммуноре-
гуляции  тесно  вовлечено  в  патогенез  инсулино-
резистентности [15]. Кроме того, сообщается, что 
снижение  содержания  FoxP3+Т-регуляторных 
лимфоцитов,  сопровождающееся  увеличением 
количества  и  функциональной  активности  про-
воспалительных  субпопуляций  Т-лимфоцитов, 

связано  с  более  неблагоприятным  прогнозом 
для диабетических пациентов [25, 44].

Более чем в 50% случаев у пациентов с СД 2-го 
типа  формируется  ХСН  с  сохранной  фракцией 
выброса, или диастолическая сердечная недоста-
точность  [11, 16]. Для нормальной работы лево-
го  желудочка  (ЛЖ)  необходимо  сохранение  его 
податливости  в  диастолу  и  способности  быстро 
увеличивать внутрикамерное давление в систолу 
для изгнания ударного объема крови. Основны-
ми механизмами формирования диастолической 
дисфункции  у  пациентов  с  сахарным  диабетом 
служат  нарушение  расслабления  ЛЖ  и  увеличе-
ние его жесткости [33, 34], которые регистриру-
ются вне зависимости от наличия ишемической 
болезни сердца и артериальной гипертензии [12, 
40]. Так, в недавнем исследовании, проведенном 
Araz M. и соавт., установлено, что распространен-
ность диастолической дисфункции существенно 
выше  у  пациентов  с  гипертонической  болезнью 
в сочетании с СД, чем у пациентов без СД [7]. 

Риск  неблагоприятных  сердечно-сосудистых 
событий  для  пациентов  с  диастолической  сер-
дечной  недостаточностью  так  же  высок,  как  и 
для  пациентов  с  систолической  ХСН  [9],  что 
определяет  важность  ранней  диагностики  диа-
столической сердечной недостаточности и необ-
ходимость поиска ее информативных биомарке-
ров. Следует отметить, однако, что исследования, 
посвященные  роли  иммунной  системы  в  разви-
тии  диастолической  дисфункции  при  СД  2-го 
типа, крайне немногочисленны и не затрагивают 
изучение механизмов иммунорегуляции. 

Целью настоящего исследования  стала  оцен-
ка  содержания  провоспалительных  субпопуля-
ций  Т-лимфоцитов  (Т-хелперов  1-го  типа  [Th1 
и  Т-хелперов  17-го  типа  [Th17])  и  FoxP3+Т-
регуляторных  лимфоцитов  в  зависимости 
от  структурно-функционального  состояния 
сердца по данным двухмерного эхокардиографи-
ческого исследования у пациентов с сочетанием 
артериальной  гипертензии  и  сахарного  диабета 
2-го типа. 

Материалы и методы
Сравнительное одномоментное исследование 

выполнено у 39 пациентов (мужчин и женщин), 
разделенных  на  2  группы.  В  основную  группу 
(группа 1) было включено 25 пациентов с сочета-
нием  артериальной  гипертонии  (АГ)  и  сахарно-
го  диабета  (СД)  2-го  типа.  Контрольную  группу 
(группа  2)  составили  14  пациентов  с  АГ  без  на-
рушений обмена веществ. 

Общими  критериями  включения  пациентов 
в исследование были: возраст 50-70 лет, синусо-
вый ритм, наличие гипертонической болезни 2-й 
стадии,  АГ  1-2-й  степени  и  значения  фракции 
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выброса левого желудочка >  50%. Дополнитель-
ным критерием для включения пациентов в груп-
пу  1  было  наличие  сахарного  диабета  2-го  типа 
при уровне HbA1c, не превышающем 10,5%. 

Критериями исключения служили: инсулино-
терапия,  верифицированная  ИБС,  подтверж-
денные симптоматические формы артериальной 
гипертензии; морбидное ожирение (индекс мас-
сы тела > 45кг/м2); тяжелая сопутствующая пато-
логия  (печеночная,  почечная  недостаточность, 
онкологические  заболевания),  хронические  за-
болевания  в  стадии  обострения,  фибрилляция 
предсердий  и  желудочковые  аритмии  высоких 
градаций,  пороки  сердца,  воспалительные  забо-
левания сердца, патология правых камер сердца. 

Сравнительная  клиническая  характеристика 
больных, включенных в исследование, представ-
лена в таблице 1. 

Все  пациенты  находились  на  постоянной 
антигипертензивной  терапии,  часть  пациентов 
принимали средние дозы статинов. Большинство 
пациентов группы 1 получали стандартную пер-
оральную  сахароснижающую  терапию.  Значи-
мых межгрупповых различий по спектру и дозам 
принимаемых препаратов не отмечалось. 

Всем пациентам проводили клинико-диагно-
стическое  обследование,  включающее  оценку 
общего  анализа  крови,  биохимического  анали-
за  крови,  эхокардиографическое  исследование, 
иммунологическое  исследование.  Для  биохими-
ческих  исследований  венозную  кровь  забирали 
утром  натощак.  У  27  пациентов  (20  пациентов 
из группы 1 и 7 пациентов из группы 2) дополни-
тельно забирали 4 мл гепаринизированной крови 
для иммунологических исследований.

Исследование  одобрено  локальным  этиче-
ским  комитетом  НИИ  кардиологии  Томского 
НИМЦ.  До  включения  в  исследование  от  всех 
пациентов  получено  письменное  информиро-
ванное согласие на участие в исследовании. 

Проточная цитометрия
Мононуклеары  периферической  крови  по-

лучали  из  гепаринизированной  крови  путем 
центрифугирования  на  Histopaque  1077  (Sigma-
Aldrich, США). 

Th1-  и  Th17-лимфоциты  идентифицирова-
ли  по  внутриклеточной  продукции  интерфе-
рона-гамма  (IFNγ)  и  интерлейкина-17  (IL-17) 
соответственно.  Для  этого  мононуклеары  куль-
тивировали в полной среде RPMI 1640 (10% фе-
тальной  бычьей  сыворотки,  1%  L-глутамина, 
1% пенициллина/стрептомицина) при 37 °С, 5% 
СО2. Часть мононуклеаров составляла интактную 
клеточную  культуру;  часть  мононуклеаров  сти-
мулировали  форобол-12-миристат-13-ацетатом 
(ФМА)  (50 нг/мл, Sigma-Aldrich, США) с ионо-
мицином (1 мкг/мл, Sigma-Aldrich, США). Через 

2  часа  после  начала  культивирования  для  бло-
кады  секреции  цитокинов  добавляли  GolgiPlug 
(BD Pharmingen, США). Через 6 часов к 100 мкл 
клеточной  суспензии  добавляли  моноклональ-
ные антитела анти-CD4-PE-Cy5 (BD Biosciences, 
США),  фиксировали,  пермеабилизировали 
(буферы  BD  Pharmingen,  США),  окрашивали 
моноклональными  антителами  анти-IL-17-PE 
(R&D, США) и анти-IFNγ-FITC (BD Biosciences, 
США).  Окрашенные  клетки  ресуспендировали 
в фиксирующем буфере (BD Pharmingen, США) 
и анализировали в течение 24 часов. 

FoxP3+Treg-лимфоциты  идентифицировали 
по  наличию  внутриклеточного  фактора  транс-
крипции  FoxP3.  Мононуклеары  окрашивали 
моноклональными  антителами  анти-CD4-FITC 
и анти-CD25-APC (BD Biosciences, США), фикси-
ровали,  пермеабилизировали  соответствующим 
набором  буферных  растворов  (BD  Pharmingen, 
США)  и  добавляли  моноклональные  антитела 
анти-FoxP3-PE  (BD  Pharmingen,  США).  Окра-
шенные  клетки  ресуспендировали  в  фиксирую-
щем буфере (BD Pharmingen, США).

Клетки  анализировали  на  проточном  цито-
метре  FACSCalibur  с  использованием  програм-
много обеспечения CellQuestPro (BD Biosciences, 
США).

Определение содержания цитокинов
Оценка  сывороточного  содержания  цитоки-

нов IL-10, IL-17, IFNγ и TNFα проводилась ме-
тодом проточной цитометрии с помощью набора 
для  мультиплексного  анализа  (Human  Th1/Th2/
Th17 Cytokine Kit, BD Biosciences, США). 

Эхокардиографическое исследование 
Эхокардиографию  проводили  из  транстора-

кального  доступа  на  ультразвуковых  диагности-
ческих  системах  Vivid  9  (GE  Healthcare,  США) 
с  помощью  секторного  датчика  M5S  и  Vivid  7 
Dimention (GE Healthcare, США) с помощью сек-
торного  датчика  M4S.  Использовали  М-режим, 
B-режим и доплеровские режимы сканирования. 
Определяли  линейные  размеры,  объемы  левого 
желудочка (ЛЖ) по Simpson в фазу систолы и ди-
астолы,  фракцию  выброса  (ФВ)  ЛЖ,  толщину 
стенок ЛЖ. Массу миокарда ЛЖ (ММ ЛЖ) рас-
считывали на основании толщины задней стенки 
ЛЖ в диастолу (ТЗСлжд), межжелудочковой пе-
регородки в диастолу (ТМЖПд) и конечного диа-
столического размера ЛЖ (КДРлж) по формуле, 
предложенной  Devereux  R.  и  Reichek  N.  [14]. 
Определяли индекс ММ ЛЖ (ИММ ЛЖ), как MМ 
ЛЖ, деленную на площадь поверхности тела. При 
значениях  ИММ  ЛЖ  более  115  г/м2  у  мужчин 
и более 95 г/ м2 у женщин диагностировали гипер-
трофию ЛЖ (ГЛЖ) [4]. Рассчитывали индекс от-
носительной толщины стенки ЛЖ (ОТС) по фор-
муле:  ОТС  ЛЖ  =  ТЗСлжд  +  ТМЖПд/  КДРлж. 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ, Me (Q0,25-Q0,75) 

TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS, Me (Q0.25-Q0.75)

Параметр
Parameter

Группа 1
Пациенты с АГ + СД2

Group 1
AH + DM2 patients

(n = 25)

Группа 2
Пациенты с АГ

Group 2
AH patients

(n = 14)

Пол (мужчины/женщины)
Male/female, n 13/12 10/4

Возраст, лет
Age, years 58,5 (50,0-63,0) 56,0 (51,0-58,0)

Продолжительность СД2, годы
DM2 duration, years 5,0 (1,0-90,0)   –

Продолжительность АГ, годы
AH duration, years 9,0 (3,0-11,0) 7,5 (4,0-10,0)

Офисное систолическое АД, мм рт. ст.
Office systolic BP, mm Hg 130,0 (113,0-140,0) 120,0 (111,0-140,0)

Офисное диастолическое АД, мм рт. ст.
Office diastolic BP, mm Hg 80,0 (76,0-90,0) 80,0 (70,0-80,0)

ИМТ, кг/м2

BMI, kg/m2 32,2 (29,3-35,3) 29,5 (26,7-36,0)

Индекс висцерального ожирения
Visceral adiposity index 3,8 (2,3-4,8) 2,0 (1,9-4,3)

Окружность талии, см
Waist circumference, cm

мужчины
male 104,0 (102,0-106,0) 97,0 (90,0-100,0)*

женщины 
female 108,0 (105,0-112,0) 94,0 (90,0-100,0)

Инсулин, мкМЕ/мл
Insulin, μIU/ml 15,4 (10,5-27,5) 6,0 (5,4-14,8)**

Глюкоза, мМ
Glucose, mM 7,5 (6,4-9,3) 5,8 (4,8-7,2)

HOMA-IR 5,4 (3,5-9,4) 2,3 (1,8-5,0)**

HbA1c, % 8,1 (6,7-9,3) 5,8 (5,5-6,5)**

Общий холестерин, мМ
Total cholesterol, mM 5,9 (4,7-6,6) 6,8 (5,9-7,2)*

Триглицериды, мМ
Triglycerides, mM 2,1 (1,7-2,9) 2,1 (1,2-2,6)

Холестерин ЛПНП, мМ
LDL-cholesterol, mM 3,5 (2,8-4,2) 4,7 (4,5-4,9)**

Холестерин ЛПВП, мМ
HDL-cholesterol, mM 1,0 (0,9-1,3) 1,1 (0,8-1,2)

ЛПНП/ЛПВП
LDL/HDL 3,3 (2,6-4,4) 4,6 (3,4-5,9)*

Примечание. Уровень значимости межгрупповых различий * – p < 0,05; ** – p < 0,01. СД 2 – сахарный диабет 
2 типа; АГ – артериальная гипертония; ИМТ – индекс массы тела; АД – артериальное давление; HOMA – 
индекс инсулинорезистентности (homeostatic model assessment); HbA1c – гликозилированный гемоглобин; 
ЛПНП – липопротеины низкой плотности; ЛПВП – липопротеины высокой плотности.

Note. Level of significance *, p < 0.05; **, p < 0.01. DM2, diabetes mellitus type 2; AH,  arterial hypertension; BMI, body mass index; 
BP, blood pressure; HOMA-IR, insulin resistance according to homeostatic model assessment; HbA1c, glycated hemoglobin; LDL, 
low density lipoproteins; HDL, high density lipoproteins. 
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На основании ИММ ЛЖ и ОТС выделяли 4 типа 
геометрии ЛЖ: нормальная геометрия (нормаль-
ный  ИММ  ЛЖ,  ОТС  ≤  0,42),  концентрическое 
ремоделирование (нормальный ИММ ЛЖ, ОТС 
ЛЖ  >  0,42),  концентрическая  гипертрофия  (по-
вышенный  ИММ  ЛЖ,  ОТС  ЛЖ  >  0,42)  и  экс-
центрическая гипертрофия (повышенный ИММ 
ЛЖ, ОТС ≤ 0,42 [28]. 

Для  оценки  диастолической  функции  ЛЖ 
определяли  объем  левого  предсердия  (ЛП) 
по  методу  Симпсона,  индексированный  объ-
ем ЛП (объем ЛП к площади поверхности тела), 
пиковые  скорости  трансмитрального  кровото-
ка  в  фазу  раннего  диастолического  наполнения 
(Е, см/с) и во время систолы левого предсердия 
(А,  см/с),  время  изоволюмического  расслабле-
ния ЛЖ (ВИР, мс), скорость раннего диастоличе-
ского наполнения перегородки и боковой стенки 
ЛЖ  (е’,  см/с),  отношение  скоростей  Е/е’,  ско-
рость трикуспидальной регургитации (TRV, м/ с). 
Критерием диастолической дисфункции ЛЖ слу-
жило наличие двух и более из следующих призна-
ков: значения Е/A < 1,0, ВИР ≥ 90 мс, Е/A > 2,0, 
ВИР  <  50  мс,  индекс  объема  ЛП  >  34  мл/м2,  e’ 
перегородки < 8 см/с, боковой стенки < 10 см/с, 
E/e’ > 13, TRV > 2,8 м/с [34, 37].

Биохимические исследования
Концентрацию  инсулина  определяли  мето-

дом  иммуноферментного  анализа  (AccuBind, 
США). Содержание глюкозы в плазме оценива-
ли глюкозооксидазным методом с помощью ана-
лизатора  BIOSEN  C-line  Clinic  (EKF  diagnostic, 
Германия).  По  результатам  определения  кон-
центрации  инсулина  и  глюкозы  рассчитыва-
ли  индекс  инсулинорезистентности  HOMA-IR 
(homeostatic model assessment) с помощью форму-
лы: HOMA = G0 × I0 /22,5 (G0 – содержание глюко-
зы натощак; I0 – содержание инсулина натощак). 
Ферментативный  колориметрический  метод  ис-
пользовался для определения сывороточного со-
держания  общего  холестерина,  триглицеридов 
(ТГ), холестерина липопротеинов высокой плот-
ности (ЛПВП) (наборы «Диакон», Россия). Рас-
считывали концентрацию холестерина липопро-
теинов низкой плотности (ЛПНП) и соотношение 
ЛПНП/ЛПВП.  Содержание  гликозилированно-
го  гемоглобина  определяли  иммунотурбидиме-
трическим  методом  (DiaSys,  Германия).  Расчет 
индекса висцерального ожирения (ИВО) у муж-
чин проводили по формуле: ИВО = (ОТ/(39,68+ 
(1,88 × ИМТ))) × (ТГ/1,03) × (1,31/ЛПВП); у жен-
щин  по  формуле:  ИВО  =  (ОТ/(36,58+(1,89  ×  
ИМТ))) × (ТГ/0,81) × (1,52/ЛПВП) (ОТ – окруж-
ность талии; ИМТ – индекс массы тела) [5]. 

Статистический анализ
Статистический  анализ  проводился  с  по-

мощью  программного  обеспечения  Statistica  10 
(StatSoft  Inc.,  США)  и  SPSS  11.5.0  for  Windows 
(SPSS  Inc.,  США).  Характер  распределения  па-
раметров  оценивался  методом  Шапиро–Уилка. 
Данные представляли в виде медианы (Ме) и ин-
терквартильного размаха (1-ый [Q0,25]; 3-ий [Q0,75] 
квартили).  Критерий  Манна–Уитни  использо-
вался для оценки достоверности различий между 
группами.  Корреляционный  анализ  применяли 
для  оценки  связи  двух  различных  количествен-
ных признаков и проводили по методу Спирме-
на.  Во  всех  методах  статистической  обработки 
результатов принимали альтернативную гипотезу 
(о  различии  выборок  или  взаимосвязи  параме-
тров) при уровне значимости р < 0,05. 

Результаты
Содержание различных субпопуляций 

Т-лимфоцитов и цитокинов
Диабетические пациенты из основной группы 

(группа  1)  характеризовались  достоверно  повы-
шенным  содержанием  IFNγ+Th1-лимфоцитов 
в  интактной  культуре  мононуклеарых  лейкоци-
тов и в культуре мононуклеаров, стимулирован-
ных ФМА (рис. 1). Данные изменения сопрово-
ждались  увеличением  средней  интенсивности 
флуоресценции  IFNγ  в  клетках  (риc.  1).  Кро-
ме  того,  было  выявлено  снижение  содержания 
FoxP3+Тreg  и  тенденция  к  снижению  соотно-
шения  содержания  FoxP3+Т-регуляторных  лим-
фоцитов  и  Th1-лимфоцитов  (рис.  1).  Мы  обна-
ружили  увеличение  сывороточного  содержания 
цитокинов  IL-10,  IL-17,  IFNγ  и  TNFα  у  паци-
ентов  из  группы  1  по  сравнению  с  пациентами 
из группы 2 (рис. 1).

Данные эхокардиографического исследования 
пациентов с АГ и пациентов с сочетанием АГ и СД 
2-го типа

Статистически  значимых  различий  по  массе 
миокарда ЛЖ, ИММ ЛЖ и типам ремоделирова-
ния ЛЖ между пациентами из 1 и 2 групп выяв-
лено не было. Так, обнаружены следующие типы 
геометрии миокарда ЛЖ: нормальная геометрия 
у 8 (32%) и у 3 (27,3%) пациентов 1 и 2 групп со-
ответственно;  концентрическое  ремоделирова-
ние у 5 (20%) и 2 (14,3%) пациентов 1 и 2 групп 
соответственно;  концентрическая  ГЛЖ  у  1  (4%) 
и 1 (7,1%) соответственно; эксцентрическая ГЛЖ 
у 2  (8%) и 1  (7,1%) соответственно. Также груп-
пы  не  отличались  между  собой  по  объему  ЛЖ 
(мл) в фазу систолы: 38,0 (33,5; 49,0) (гр. 1) vs 42,5 
(38,0; 47,0) (гр. 2) и диастолы: 118,0 (96,2; 137,5) 
(гр. 1) vs 130,0 (118,0; 135) (гр. 2), ФВ ЛЖ (%): 66,5 
(63,0; 69,0) (гр. 1) vs 67,0 (65,0; 69,5). У 11 (78,6%) 
пациентов в группе АГ и у 17 (68%) гипертензив-
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АГ
АН

АГ
АН

ных пациентов с СД 2-го типа выявлялись при-
знаки  диастолической  дисфункции:  замедление 
ВИР ≥ 90 мс, снижение Е/А (< 1,0) либо сочета-
ние увеличения E/e’ > 13, TRV > 2,8 м/сек, ин-
декса объема ЛП > 34 мл/м2 при нормальном со-
отношении E/A. 

Взаимосвязь между эхокардиографическими 
и иммунологическими параметрами

В  соответствии  с  данными  корреляционного 
анализа в группе 1 были определены отрицатель-

ные взаимосвязи между минутным объемом кро-
ви  и  содержанием  IL17+Th17-лимфоцитов  по-
сле стимуляции, между содержанием FoxP3+Treg 
и фракцией выброса, а также между содержани-
ем FoxP3+Treg и временем изоволюметрического 
расслабления  левого  желудочка  (рис.  2).  Были 
выявлены  положительные  взаимосвязи  между 
содержанием  FoxP3+Treg  и  величинами  конеч-
ного  диастолического  объема,  конечного  систо-
лического  объема  и  конечного  систолического 

Рисунок 1. Содержание субпопуляций CD4+Т-лимфоцитов и сывороточная концентрация цитокинов
Примечание. А – содержание (верхний ряд) и средняя интенсивность флуоресценции (MFI) (нижний ряд) Th1- и Th17-
лимфоцитов в интактной культуре мононуклеарных лимфоцитов и после стимуляции форобол-12-миристат-13-ацетатом 
(ФМА) с иономицином у пациентов из группы 1 (АГ + СД2) и группы 2 (АГ). Указан процент клеток от общего количества CD4+ 
лимфоцитов в культуре клеток. Б – содержание FoxP3+T-регуляторных лимфоцитов (Treg) и соотношение между содержанием 
FoxP3+Treg и Th1-, Th17-лимфоцитов при стимуляции форобол-12-миристат-13-ацетатом с иономицином у пациентов 
из группы 1 (АГ + СД2) и группы 2 (АГ). В – концентрации цитокинов IL-10, IFNγ, IL-17 и TNFα в сыворотке крови пациентов 
из группы 1 (АГ + СД2) и группы 2 (АГ); АГ – артериальная гипертензия; СД2 – сахарный диабет 2-го типа. 
Figure 1. Subpopulations of CD4+T lymphocytes and cytokines concentrations in blood serum
Note. A, percentage (upper row) and mean fluorescence intensity (MFI) (lower row) of Th1 and Th17 lymphocytes in intact and stimulated with 
phorbol-12-miristate-13-acetate (PMA) and ionomycin peripheral blood mononuclear cells’ culture in patients from group 1 (AH + DM2) and group 
2 (AH only). Data are presented as percentages of cells from the total number of CD4+ lymphocytes in cell culture.  
B, percentage of FoxP3+T regulatory lymphocytes (Treg) and ratio between FoxP3+Treg and Th1, Th17 lymphocytes after stimulation with phorbol-
12-miristate-13-acetate and ionomycin in group 1 (AH + DM2) and group 2 (AH only) patients.  
C, blood serum concentrations of cytokines IL-10, IFNγ, IL-17 and TNFα in group 1 (AH + DM2) and group 2 (AH only) patients; AH, arterial 
hypertension; DM2, diabetes mellitus type 2.
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индекса левого желудочка  (рис. 2). У пациентов 
из группы 2 (без нарушений углеводного обмена) 
данных взаимосвязей выявлено не было. 

Анализ иммунологических и метаболических па-
раметров у пациентов с сочетанием АГ и СД 2-го 
типа в зависимости от наличия диастолической 
дисфункции

Среди всех диабетических пациентов из груп-
пы  1  диастолическая  дисфункция  была  выявле-
на у 17 больных. У пациентов с диастолической 
дисфункцией мы обнаружили тенденцию к сни-
жению  содержания  FoxP3+Treg-лимфоцитов 
и  соотношения  между  Treg-лимфоцитами 
и  Th17-лимфоцитами  по  сравнению  с  диабети-
ческими больными без диастолической дисфунк-
ции (рис. 3). При этом интенсивность продукции 
IL-17 в Th17-лимфоцитах, определенная по сред-
ней  интенсивности  флуоресценции,  была  ниже 
у пациентов с диастолической дисфункцией, что 
может  рассматриваться  как  признак  функцио-
нального истощения Th17-лимфоцитов (рис. 3). 
Пациенты с диастолической дисфункцией харак-
теризовались худшим контролем гипергликемии 
и  более  высокими  значениями  индекса  висце-
рального  ожирения  по  сравнению  с  пациента-
ми с нормальным функциональным состоянием 
сердца (табл. 2). Выявленные изменения сопро-

вождались  повышенным  содержанием  общего 
холестерина и триглицеридов в крови (табл. 2).

Анализ иммунологических и метаболических па-
раметров у пациентов с диастолической дисфунк-
цией в зависимости от наличия сахарного диабета 
2-го типа

Учитывая,  что  у  ряда  пациентов  из  груп-
пы  2  также  была  выявлена  диастолическая  дис-
функция  (у  11  пациентов  из  14,  включенных 
в  исследование),  следующей  целью  нашего  ис-
следования  стало  определить,  чем  различаются 
метаболические  и  иммунологические  параме-
тры  при  наличии  диастолической  дисфункции 
у пациентов с АГ и у пациентов с сочетанием АГ 
и СД 2-го типа. Помимо того, что для диабетиче-
ских  пациентов  с  диастолической  дисфункцией 
было  характерно  состояние  гиперинсулинемии, 
гипергликемии и инсулинорезистентности в со-
ответствии с индексом HOMA-IR, в данной груп-
пе  мы  выявили  повышенные  значения  окруж-
ности талии и индекса висцерального ожирения 
по сравнению с пациентами с АГ и диастоличе-
ской дисфункцией (табл. 2). Это сопровождалось 
увеличением концентрации IL-10, TNFα и IFNγ 
в  сыворотке  крови,  а  также  увеличением  содер-
жания IFNγ+Th1-лимфоцитов в интактной куль-
туре  мононуклеарных  лейкоцитов  и  снижением 

Рисунок 2. Взаимосвязи между содержанием Th17-лимфоцитов, FoxP3+Т-регуляторных лимфоцитов 
и эхокардиографическими параметрами у пациентов группы 1
Примечание. Уровни значимости р были рассчитаны по методу Спирмена; коэффициенты ранговой корреляции Спирмена (r) 
указаны над р.
Figure 2. Relationships between numbers of Th17 lymphocytes, FoxP3+T regulatory lymphocytes and echocardiographic 
parameters in patients from group 1
Note. The indicated p-values were calculated using Spearman correlation; Spearman’s rank correlation coefficients (r) are indicated above p.
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Рисунок 3. Субпопуляции CD4+Т-лимфоцитов и сывороточная концентрация цитокинов в зависимости от наличия 
диастолической дисфункции и сахарного диабета у пациентов
Примечание. А – содержание и средняя интенсивность флуоресценции Th1- и Th17-лифмоцитов; содержание FoxP3+Т-
регуляторных лимфоцитов (Treg) и соотношение между содержанием FoxP3+Treg и Th1-, Th17-лимфоцитов у пациентов.  
Б – примеры точечных диаграмм, отражающих содержание Th1-, Th17- и FoxP3+Тreg-лимфоцитов у пациентов.
В – концентрации цитокинов IL-10, IFNγ, IL-17 и TNFα в сыворотке крови пациентов; АГ – артериальная гипертензия;  
СД2 – сахарный диабет 2-го типа; ДД – диастолическая дисфункция.
Figure 3. CD4+T lymphocytes’ subpopulations and serum concentration of cytokines according to the presence or absence of 
diastolic dysfunction and diabetes mellitus in patients
Note. A, percentage and mean fluorescence intensity of Th1 and Th17 lymphocytes; percentage of FoxP3+T regulatory lymphocytes (Treg) and 
ratio between numbers of FoxP3+Treg and Th1, Th17 lymphocytes in patients.  
B, representative dot plots showing numbers of Th1, Th17 and FoxP3+Treg lymphocytes in patients.  
C, concentrations of cytokines IL-10, IFNγ, IL-17 and TNFα in patients’ blood serum; AH, arterial hypertension; DM2, diabetes mellitus type 2; DD, 
diastolic dysfunction. 

содержания  FoxP3+Т-регуляторных  лимфоцитов 
(рис. 3). 

Обсуждение
В  соответствии  с  новой  парадигмой  важ-

ная  роль  в  развитии  ХСН  с  сохранной  фракци-
ей  выброса  отводится  системному  воспалению. 
По  мере  прогрессирования  оно  приводит  к  ло-
кальному  воспалению  эндотелия  мелких  коро-
нарных  сосудов  и  снижению  биодоступности 
оксида  азота,  уменьшению  содержания  цикли-
ческого гуанозинмонофосфата (цГМФ) и актив-
ности протеинкиназы G (PKG) в миокарде. Это 
в конечном итоге вызывает структурные наруше-
ния миокарда, проявляющиеся в изменениях со-
кратительного  аппарата  отдельных  кардиомио-
цитов  и  распространенным  миокардиальным 

фиброзом [36]. Было показано, что для пациен-
тов  с  ХСН  характерно  увеличение  концентра-
ции провоспалительных хемокинов и цитокинов 
в  периферической  крови,  наличие  моноцитоза 
и  предпочтительное  направление  дифференци-
ровки  моноцитов  в  сторону  провоспалительных 
М2-макрофагов [20]. 

В  нашем  исследовании  мы  показали,  что 
для  диабетических  пациентов  с  диастолической 
дисфункцией  характерны  вполне  определенные 
особенности  функционирования  субпопуляций 
Т-лимфоцитов  и  нарушения  со  стороны  метабо-
лических  параметров  (инсулинорезистентность, 
дислипидемия, висцеральное ожирение). У паци-
ентов с СД 2-го типа без структурно-функциональ-
ных  нарушений  сердца  выявленные  нарушения 
функционирования субпопуляций Т-лимфоцитов 
были  выражены  в  меньшей  степени,  тогда  как  у 
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ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ НАЛИЧИЯ ДИАСТОЛИЧЕСКОЙ ДИСФУНКЦИИ,  
Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. CHARACTERISTICS OF PATIENTS ACCORDING TO THE PRESENCE OF DIASTOLIC DYSFUNCTION, Me (Q0.25-Q0.75)

Параметр
Parameter

Пациенты 
АГ + СД2 без ДД
AH + DM2 patients 

without DD
(n = 8)

Пациенты 
с АГ + СД2 с ДД

AH + DM2 patients 
with DD 
(n = 17) 

Пациенты с АГ 
с ДД

AH patients with 
DD

(n = 11)

p

Мужчины/женщины
Male/female, n 6/2 10/7 8/3

Возраст, лет
Age, years

55,5
(46,5-63,5)

57,0
(51,0-62,0)

54,0
(47,0-58,0)

р1 = 0,840
р2 = 0,251

ИМТ, кг/м2

BMI, kg/m2
31,5

(28,2-32,4)
32,8

(29,4-35,5)
29,9

(26,8-35,8)
р1 = 0,152
р2 = 0,193

Окружность  
талии, см
Waist 
circumference, cm

мужчины
male

102,0
(96,0-104,0)

106,0
(105,0-110,0)

98,5
(88,0-102,5)

р1 = 0,030
р2 = 0,030

женщины
female

107,0
(105,0-109,0)

107,5
(98,5-110,0)

94,0
(87,0-109,0)

р1 = 1,000
р2 = 0,629

Систолическое АД, мм рт. ст.
Systolic BP, mm Hg

120,0
(113,0-130,0)

140,0
(128,0-147,0)

125,0
(110,0-140,0)

р1 = 0,054
р2 = 0,203

Диастолическое АД, мм рт. ст.
Diastolic BP, mm Hg

76,0
(76,0-80,0)

83,0
(75,0-90,0)

80,0
(70,0-90,0)

р1 = 0,281
р2 = 0,762

Продолжительность СД2, годы
DM2 duration, years

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

5,0
(0,5-12,0) – р1 = 0,962

Продолжительность АГ, годы
AH duration, years

1,0
(0,5-10,0)

10,0
(9,0-12,0)

7,0
(4,0-10,0)

р1 = 0,071
р2 = 0,112

Инсулин, мкМЕ/мл
Insulin, μIU/ml

13,6
(9,9-24,0)

19,8
(10,5-28,1)

6,0
(5,4-14,8)

р1 = 0,536
р2 = 0,016

Глюкоза, мМ
Glucose, mM

6,6
(5,2-8,0)

8,5
(7,3-10,0)

5,6
(4,7-7,2)

р1 = 0,098
р2 = 0,002

HOMA-IR 4,1
(3,3-8,6)

5,6
(4,7-9,4)

2,6
(1,8-5,1)

р1 = 0,328
р2 = 0,016

HbA1c, % 6,7
(6,1-7,1)

9,2
(8,3-10,3)

5,8
(5,5-6,5)

р1 = 0,036
р2 = 0,001

Общий холестерин, мМ
Total cholesterol, mM

4,9
(4,7-5,9)

6,4
(5,1-7,1)

6,9
(5,6-7,3)

р1 = 0,069
р2 = 0,316

Триглицериды, мМ
Triglicerides, mM

1,8
(1,5-2,2)

2,7
(1,8-3,3)

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

р1 = 0,047
р2 = 0,051

Холестерин ЛПНП, мМ
LDL-cholesterol, mM

3,2
(2,8-4,1)

3,6
(3,0-4,8)

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

р1 = 0,305
р2 = 0,169

Холестерин ЛПВП, мМ
HDL-cholesterol, mM

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

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

1,1
(0,8-1,3)

р1 = 0,238
р2 = 0,928

ЛПНП/ЛПВП
LDL/HDL

3,1
(2,6-5,0)

3,4
(2,6-4,4)

3,7
(3,0-5,6)

р1 = 0,851
р2 = 0,260

Примечание. ДД – диастолическая дисфункция; p1 – уровень значимости различий между пациентами с СД 
с наличием и отсутствием ДД; р2 – уровень значимости различий между пациентами с АГ + ДД и СД + ДД. 
Аббревиатуры указаны в таблице 1.

Note. DD, diastolic dysfunction; p1, significance of differences between DM2 patients according to the presence or absence of DD; 
р2, significance of differences between AH + DD and DM2 + DD patients. Abbreviations as in Table 1. 
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недиабетических  пациентов  с  АГ  и  диастоличе-
ской дисфункцией они отсутствовали. 

Becher  P.M.  и  соавт.  (2013)  показали,  что 
при  стрептозотоцин-индуцированном  диабе-
те  у  мышей  была  отмечена  аккумуляция  CD3+ 
лимфоцитов  в  ткани  сердца,  что  коррелировало 
со  снижением  сократимости  левого  желудочка 
и конечного систолического давления и увеличе-
нием  жесткости  [8].  Однако  ранее  мы  не  встре-
тили  исследований,  посвященных  изучению 
субпопуляционного  состава  Т-лимфоцитов  при 
развитии  диастолической  дисфункции  у  диабе-
тических  пациентов.  Согласно  нашим  данным, 
важную роль в развитии системного воспаления 
при  кардиальной  дисфункции,  ассоциирован-
ной с СД 2-го типа, может играть снижение со-
держания  FoxP3+Т-регуляторных  лимфоцитов. 
Показано,  что  Тreg-лимфоциты  обладают  по-
тенциалом  нивелировать  повреждающие  эф-
фекты  провоспалительных  агентов  на  миокард 
за  счет  межклеточных  взаимодействий  и  секре-
ции противовоспалительных цитокинов [10, 22]. 
По  этим  причинам  снижение  содержания  Treg-
лимфоцитов  может  являться  одним  из  звеньев 
патогенеза диастолической дисфункции при СД 
2-го типа. 

Результаты  нашей  работы  и  ранее  проведен-
ных  нами  исследований  позволяют  выделить 
два  патогенетических  фактора,  которые  могли 
способствовать  развитию  иммунорегуляторного 
дисбаланса у пациентов с СД 2-го типа и диасто-
лической дисфункцией: висцеральное ожирение 
и инсулинорезистентность с неудовлетворитель-
ным контролем гликемии [3]. 

Как  правило,  СД  2-го  типа  ассоциируется 
с избыточной массой тела и ожирением у паци-
ентов [13, 17]. В настоящее время жировая ткань 
рассматривается  не  как  инертное  депо  липидов 
в организме, а как эндокринный орган, секрети-
рующий в кровь большое количество цитокинов 
и  хемокинов  [30].  Было  показано,  что  при  раз-
витии  ожирения  значительно  снижается  коли-
чество Treg в жировой ткани, что может вносить 
вклад  в  развитие  локального,  а  впоследствии 
и  системного  воспаления  [18].  Показано,  что 
для  пациентов  с  избыточным  весом  характерно 
развитие  повышенной  жесткости  артерий.  Это, 
в  совокупности  с  другими  патогенетическими 
факторами,  такими  как  повышенная  симпати-
ческая  активация,  легочная  вазоконстрикция, 
оксидативный  стресс,  предрасполагает  к  раз-
витию  диастолической  дисфункции  [38].  В  на-
шем исследовании для пациентов с СД 2-го типа 
и диастолической дисфункцией было характерно 
увеличение  индекса  висцерального  ожирения. 
Хотя этот показатель является суррогатным мар-
кером накопления висцеральной жировой ткани, 
его  диагностическая  ценность  превышает  такие 

параметры, как индекс массы тела и окружность 
талии, рассчитанные независимо [5]. Вполне ве-
роятно,  что  наличие  висцерального  ожирения 
у пациентов могло внести вклад в развитие дисба-
ланса между провоспалительными субпопуляци-
ями Th1- и Th17-лимфоцитов и Т-регуляторными 
лимфоцитами, а в дальнейшем приводить к диа-
столической дисфункции. 

Согласно  данным  Viardot  A.  и  соавт.  (2012), 
наличие  ожирения  ассоциируется  со  снижени-
ем  чувствительности  клеток  иммунной  системы 
к регуляторному влиянию инсулина [42]. Авторы 
также  показали,  что  инсулин  направляет  диф-
ференцировку клеток по пути Th2-лимфоцитов, 
обладающих  антагонистическими  свойствами 
по отношению к Th1 [42]. Таким образом, в усло-
виях  инсулинорезистентости  Th1-клетки  полу-
чают преимущество в развитии, что вносит вклад 
в формирование системного воспаления. Кроме 
того,  в  условиях  гиперинсулинемии  происходит 
ингибирование  Т-регуляторных  лимфоцитов, 
а именно, снижение выработки IL-10, что также 
способствует  созданию  условий  для  активации 
Т-хелперных  субпопуляций  с  провоспалитель-
ной  активностью  [21].  При  этом  уровень  гли-
кемии  (концентрации  глюкозы  в  крови)  также 
является  критическим  фактором  в  дифферен-
цировке  и  активации  Т-лимфоцитов.  Показано, 
что в отсутствие глюкозы в среде культивирова-
ния  дифференцировка  в  направлении  Th17  яв-
ляется  невозможной.  При  этом  Treg  характери-
зуются  низкой  экспрессией  как  поверхностного 
белка-транспортера  глюкозы  Glut1,  так  и  его 
внутриклеточной формы и в качестве основного 
источника энергии используют не глюкозу, а ли-
пиды [24, 32]. В то же время известно, что неудов-
летворительный контроль гликемии способству-
ет  развитию  диастолической  дисфункции  [39]. 
Вероятно, в группе пациентов с СД и диастоли-
ческой дисфункцией повышенный уровень инсу-
линорезистентности и гипергликемия могли по-
служить инициирующими факторами активации 
Th1-  и  Th17-лимфоцитов,  что  привело  к  функ-
циональному  истощению  Th17  и  способство-
вало  развитию  дисбаланса  между  Treg-  и  Th17-
лимфоцитами.  Мы  полагаем,  что  полученные 
результаты  можно  рассматривать  как  выявлен-
ную  тенденцию,  которая  требует  дальнейшего 
более детального изучения. 

Ограничением  нашей  работы  можно  счи-
тать  проведение  исследования  субпопуляций 
Т-лимфоцитов в периферической крови. Анализ, 
проведенный  в  ткани  сердца,  позволил  бы  дать 
более  точную  оценку  взаимосвязи  иммунологи-
ческих  изменений  с  состоянием  миокарда.  Так, 
Becher  P.M.  и  соавт.  (2013)  показали,  что  у  мы-
шей  с  диабетом,  индуцированном  стрептозо-
тоцином,  наблюдается  увеличение  числа  CD3+ 
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клеток  в  кардиальной  ткани,  которое  ассоции-
руется  с  нарушениями  внеклеточного  матрикса 
и  изменением  экспрессии  структурных  белков 
миокарда  [8],  однако  в  данной  работе  анализ 
субпопуляционного состава лимфоцитов не про-
водился.  Другими  авторами  было  установлено, 
что  повышенная  секреция  провоспалитель-
ных  цитокинов,  хемокинов  и  факторов  роста 
Th1-лимфоцитами  способствует  увеличению 
сердечного  фиброза  и  нарушению  диастоличе-
ской  релаксации  [43].  В  то  же  время  известно, 
что  особенности  функционирования  различных 
субпопуляций  Т-лимфоцитов  могут  отличаться 
у  мышей  и  у  людей,  поэтому  трансляция  экс-
периментальных  данных  в  клинику  может  быть 
затруднена  [6].  Преимуществом  нашей  работы 
является  изучение  взаимосвязи  иммунорегуля-
торного дисбаланса, метаболических параметров 
и  функциональных  особенностей  сердца  непо-
средственно у пациентов с СД 2-го типа. 

Заключение
У пациентов с артериальной гипертензией, ас-

социированной  с  сахарным  диабетом  2-го  типа, 
наличие  диастолической  дисфункции  сочетает-
ся  с  развитием  иммунорегуляторного  дисбалан-
са, отличительными чертами которого являются 
увеличение  содержания  Th1-лимфоцитов,  сни-
жение содержания FoxP3+Treg-лимфоцитов и со-
отношения  Treg/Th1-  и  Treg/Th17-лимфоцитов, 
истощение  функциональной  активности  Th17-
лимфоцитов. В качестве возможных инициирую-
щих  факторов  выявленных  изменений  можно 
рассматривать  висцеральное  ожирение,  ассоци-
ированное  с  инсулинорезистентностью.  Взаи-
мосвязь  между  функциональной  активностью 
Т-лимфоцитов,  метаболическими  параметрами 
и  структурно-функциональными  изменениями 
сердца  у  пациентов  с  сахарным  диабетом  2-го 
типа требует дальнейшего изучения. 
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ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫЕ ВЛИЯНИЯ 
ГЛЮКОЗАМИНИЛМУРАМИЛДИПЕПТИДА 
НА НЕТРАНСФОРМИРОВАННЫЙ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО 
ТРАНСФОРМИРОВАННЫЙ ФЕНОТИП СУБПОПУЛЯЦИИ 
CD62L+CD63+CD66d+ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ЛИЦ
Нестерова И.В.1, 2, Малиновская В.В.3, Хайдуков С.В.4, 
Нгуен Тхи Зеу Лен1, Чудилова Г.А.2, Ломтатидзе Л.В.2
1 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов» Министерства образования и науки РФ, Москва, 
Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ,  
г. Краснодар, Россия  
3 ГУ «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Н.Ф. Гамалеи Российской 
академии медицинских наук», Москва, Россия  
4 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова», 
Москва, Россия

Резюме. Современными исследованиями доказана высокая пластичность и существование мно-
жества фенотипов нейтрофильных гранулоцитов (НГ) с разной рецепторной оснащенностью, являю-
щейся для исследователей диагностическим маркером функциональной возможности клетки, реали-
зуемой в ходе работы. Исследованы НГ периферической крови, полученные от здоровых лиц обоего 
пола в возрасте от 26 до 66 лет. Оценка экспрессии рецепторов на мембране НГ проводилась методом 
проточной цитометрии. Оценивали относительное количество нейтрофильных гранулоцитов, несу-
щих мембранные CD62L, CD63, CD66d рецепторы, и интенсивность их экспрессии по значению сред-
ней  интенсивности  флуоресценции.  Проведено  изучение  поверхностных  мембранных  рецепторов 
НГ – CD62L, CD63, CD66d – под влиянием бактериального пептида N-формил-метионил-лейцил-
фенилаланин  (fMLP)  (модель1),  под  воздействием  глюкозаминилмурамилдипептида  (ГМДП)  (мо-
дель 2) и при одновременной инкубации НГ цельной крови с fMLP и ГМДП (модель 3) в созданных 
в системе  in vitro экспериментальных моделях. Под влиянием бактериального пептида fMLP в соз-
данной в системе in vitro экспериментальной модели получена трансформация фенотипа НГ условно 
здоровых  субъектов,  экспрессирующих  CD62,  CD63,  CD66d  молекулы:  значительно  уменьшилось 
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как относительное количество нейтрофильных гранулоцитов, экспрессирующих CD62L, так и плот-
ность  экспрессии  CD62L  с  параллельным  повышением  плотности  экспрессии  CD63.  Воздействие 
ГМДП  на  нетрансформированный  фенотип  НГ  условно  здоровых  субъектов  не  изменяло  количе-
ства CD62L+НГ и CD63+НГ и плотность экспрессии CD62L и CD63 на поверхностной мембране НГ, 
однако  при  этом  достоверно  увеличилось  количество  CD66d+НГ,  при  неизменившейся  плотности 
экспрессии  молекул  CD66d.  ГМДП,  введенный  одномоментно  с  бактериальным  пептидом  fMLP, 
нивелировал  некоторые  трансформационные  изменения  фенотипа  НГ,  возникающие  под  влияни-
ем  fMLP:  незначительно  восстановилось  количество  CD62L+НГ  и  достоверно  возросла  плотность 
экспрессии  CD62L;  при  этом  ГМДП  не  корректировал  негативное  влияние  fMLP  на  количество 
CD63+НГ и CD66d+НГ и плотность экспрессии молекул CD63 и CD66d. Одномоментное введение 
fMLP и ГМДП достоверно увеличило количество CD66d+НГ и плотность экспрессии молекул CD63 
на  мембране  CD63+НГ  по  сравнению  с  интактными  НГ  условно  здоровых  субъектов.  Полученные 
данные важны для разработки новых иммунотерапевтических стратегий, направленных на коррек-
цию  негативно  трансформированного  фенотипа  НГ  при  нетипично  протекающих  инфекционно-
воспалительных заболеваниях бактериальной этиологии.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, эксперимент in vitro, трансформация иммунофенотипа

DIFFERENTIATED EFFECTS OF 
GLUCOSAMINYLMURAMILDIPEPTIDE ON THE NON-
TRANSFORMED AND EXPERIMENTALLY TRANSFORMED 
PHENOTYPE OF CD62L+CD63+CD66d+ NEUTROPHILIC 
GRANULOCYTES IN CONVENTIONALLY HEALTHY PEOPLE
Nesterova I.V.a, b, Malinovskaya V.V.c, Khaydukov S.V.d, 
Nguyen Thi Dieu Liena, Chudilova G.A.b, Lomtatidze L.V.b
a People’s Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
b Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
c N. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
d M. Shemyakin and Yu. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Moscow, Russian Federation 

Abstract. Modern studies have shown a high plasticity and phenotypic diversity of neutrophilic granulocytes 
(NG)  provided  by  different  receptors,  which  are  diagnostic  markers  for  the  functional  capacity  of  the  cell 
in the course of their activities. We investigated NG from peripheral blood, obtained from healthy people of 
both sexes aged from 26 to 66 years. Evaluation of the neutrophil membrane receptor expression was carried 
out  by  flow  cytometry.  The  relative  amount  of  neutrophilic  granulocytes  expressing  membrane  CD62L, 
CD63, CD66d receptors and the intensity of their expression were determined according to their fluorescence 
intensities. The surface NG membrane receptors, i.e., CD62L, CD63, CD66d were studied upon the in vitro 
experimental influence of the following bacterial peptides: N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP, 
model 1); glucosaminylmuramyldipeptide (GMDP, model 2), and simultaneous incubation of NG blood with 
fMLP and GMDP (model 3). The in vitro treatment with fMLP in the in vitro model was used to transform 
the  NG  phenotype  of  conventionally  healthy  subjects,  expressing  CD62,  CD63,  CD66d  molecules.  The 
treatment caused a significantly decrease  in both CD62L and the CD62L expression in relative amounts of 
neutrophilic granulocytes with a parallel increase of CD63 expression density. The effect of GMDP on the NG 
phenotype of conditionally healthy subjects did not change the amount of CD62L+NG and CD63+NG, and 
did not affect CD62L and CD63 expression density on the surface of NG. However, the amount of CD66d+NG 
was significantly increased with the unchanged expression of CD66d molecules. GMDP introduced together 
with the bacterial fMLP peptide was shown to neutralize some features of the NG phenotype transformation 
caused by fMLP, i.e.,  the amount of CD62L+ NG was restored by 22 % and the CD62L expression density 
increased significantly. At the same time, GMDP did not correct the negative effect of fMLP upon the number 
of CD63+NG and CD66d+NG, and on  the CD63 and CD66d expression. Simultaneous addition of  fMLP 
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and GMDP did significantly increase the amount of CD66d+NG and expression density of CD63 molecules 
on the CD63+NG membrane as compared to intact NG of conditionally healthy subjects. The obtained data 
are important in order to justify some new immunotherapeutic strategies aimed at correction of the negatively 
transformed  NG  phenotype,  which  accompanies  some  infectious  and  inflammatory  diseases  of  bacterial 
etiology with atypical clinical course.

Keywords: neutrophilic granulocytes, in vitro experiment, immunophenotype transformation

Введение
Нейтрофильные  гранулоциты  (НГ)  являются 

доминантными  клетками  иммунной  системы, 
которые  способны  молниеносно  реагировать 
на  изменение  экстрацеллюлярного  микроокру-
жения  (острофазные  белки,  стрессорные  поло-
вые  гормоны,  хемокины,  цитокины,  бактерии, 
вирусы,  грибы  и  т.д.)  благодаря  мощному  ре-
цепторному  оснащению.  Очевиден  факт,  сви-
детельствующий  о  том,  что  богатый  арсенал 
высокочувствительных мембранных поверхност-
ных  структур  предоп ределяет  функциональную 
направленность  НГ  и  резервную  способность 
к молниеносной перестройке фенотипов различ-
ных субпопуляций НГ в зависимости от иници-
ирующего  сигнала  [1,  4,  7,  11].  Современными 
исследованиями доказана высокая пластичность 
и  существование  множества  фенотипов  нейтро-
фильных гранулоцитов с разной рецепторной ос-
нащенностью,  являющейся  для  исследователей 
диагностическим  маркером  функциональной 
возможности  клетки,  реализуемой  в  ходе  рабо-
ты. Отсутствие адекватного реагирования, а так-
же гиперактивация или полная функциональная 
блокада  НГ  приводят  к  развитию  заболеваний, 
не отвечающих на традиционную терапию. 

Изучение поверхностных мембранных рецеп-
торов НГ – CD62L, CD63, CD66d – представляет 
несомненно большой интерес.

CD62L – L-селектин [LAM-1] относится к се-
мейству  поверхностных  селектинов,  участвую-
щих в «роллинге» НГ на поверхности эндотелия. 
CD62L экспрессируются на всех циркулирующих 
неактивированных НГ и костномозговых миело-
идных  клетках.  Известно,  что  при  запуске  вос-
палительного процесса в ходе иммунного ответа 
уровень экспрессии CD62L может меняться [3].

CD63  –  лизосомальный  мембран-ассоци-
ированный  гликопротеин-3  (LAMP-3)  семей-
ства  тетраспанинов  (TM4SF,  transmembrane-4 
superfamily).  CD63  и  другие  тетраспанины 
(CD9,  CD81,  CD82)  образуют  связь  с  VLA-3, 
фосфатидилинозитол-4-киназой,  VLA-6,  CD11/
CD18  и  тирозин-киназой.  CD63  экспрессирует-
ся  на  поверхности  и  цитоплазме  многих  клеток 
организма человека. Известно, что CD63 содер-
жится  только  в  азурофильных  гранулах  неакти-
вированных  нейтрофилов,  и  увеличение  уров-

ня  экспрессии  данного  рецептора  на  мембране 
клетки свидетельствует о запуске процесса дегра-
нуляции, что в свою очередь является маркером 
активации НГ в процессе фагоцитоза [9].

CD66d  рецептор  НГ  –  молекула  клеточной 
адгезии  –  раково-эмбриональный  антиген,  от-
носящийся  к  суперсемейству  иммуноглобули-
нов  (CEACAM).  CD66d  (GM-1)  является  экс-
клюзивным маркером гранулоцитов, экспрессия 
которого  увеличивается  под  влиянием  многих 
стимуляторов.  Известно,  что  повышение  адге-
зионной  активности  НГ,  опосредованной  мо-
лекулой  CD66d,  сопряжена  с  увеличением  экс-
прессии  CD11/CD18  и  снижением  экспрессии 
CD62L на поверхностной мембране НГ. Интере-
сен тот факт, что данный рецептор может играть 
роль паттернраспознающего рецептора для неко-
торых бактерий [12, 13].

В настоящее время описаны особенности из-
менения интенсивности оснащения рецепторами 
CD62L,  CD16  субпопуляции  CD16+CD62L+  при 
вирусных  и  вирусно-бактериальных  инфекциях 
новорожденных  [6]  и  CD62L,  CD63  субпопуля-
ции CD62L+CD63+НГ здоровых новорожденных 
и  новорожденных  с  врожденной  пневмонией 
и  при  пневмонии,  осложненной  сепсисом  [10]. 
Наши  исследования  выявили  наличие  субпопу-
ляций  НГ:  CD62LdimCD63dim,  CD62LbrightCD63dim, 
CD62LdimCD63mid.  Изменение  соотношения  суб-
популяций  (увеличение  CD62LdimCD63midНГ 
на  фоне  снижения  CD62LbrightCD63dimНГ)  явля-
ется маркером тяжести протекающего инфекци-
онного  процесса  [10].  Оценка  антигенного  ре-
пертуара НГ с учетом интенсивности экспрессии 
рецепторов  на  мембранной  поверхности  клетки 
дает возможность оценивать не только полноцен-
ность функционального состояния нейтрофиль-
ных гранулоцитов, но и их доминантную направ-
ленность как при нормальных физиологических, 
так и при различных патологических процессах. 
Проведенные ранее исследования позволили за-
ключить, что ядерный аппарат НГ быстро отвеча-
ет  изменением  уровня  реструктуризации  хрома-
тина  и  его  биологической  активности  на  самые 
различные внешние стимулы. Реструктуризация 
хроматина является предверием проявления ма-
тричной активности ДНК с последующим белко-
вым синтезом. Так, при воздействии на НГ в экс-
перименте  в  системе  in vitro  таких  цитокинов, 
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как  IFNγ,  G-CSF,  TNFα  или  их  комплекса,  на-
блюдались различные трансформации фенотипа 
субпопуляций  НГ  CD64+CD32+CD16+CD11b+ 

и  CD64-CD32+CD16+CD11b+,  коррелирующие 
с  достоверным  увеличением  реструктуризации 
хроматина НГ[2]. Показано, что при инкубации 
НГ здоровых субъектов с IFNγ in vitro повышает-
ся уровень экспрессии генов IL-8, IL-1β и TNFα 
относительно  неиндуцированного  контроля. 
Следует отметить, что в ходе исследования была 
отмечена сильная прямая корреляционная связь 
между  трансформационными  изменениями  фе-
нотипа НГ, экспрессией генов цитокинов и уров-
нем реструктуризации хроматина [2].

Эксперимент in vitro, в ходе которого создает-
ся модель, предоставляет исследователю неогра-
ниченные  возможности,  поскольку  есть  тесная 
связь  между  действующим  причинным  факто-
ром и инициируемым процессом. Исследования, 
проводимые  с  целью  выявления  возможностей 
влияния  на  клетку  определенной  иммунотроп-
ной  субстанции  (ИТС),  позволяют  оценить  не-
посредственное  воздействие  ИТС  на  рецептор-
ное  оснащение  НГ,  сопряженное  с  модуляцией 
их функциональной активности, и по-прежнему 
представляют  определенный  интерес.  Получен-
ные в ходе таких исследований данные в дальней-
шем  могут  явиться  основой  для  разработки  но-
вых  методов  таргетных  иммунотерапевтических 
воздействий на дефектно функционирующие НГ 
(нейтропения,  депрессия  фагоцитарной  функ-
ции,  негативная  гиперактивация,  «парализис»-
блокада  активации  при  контакте  с  микробным 
антигеном) при многих иммунозависимых забо-
леваниях.

В  связи  с  изложенным  определенный  инте-
рес  представляет  изучение  влияния  глюкозами-
нилмурамилдипептида  (ГМДП)  с  доказанными 
иммунотропными свойствами на трансформиро-
ванный фенотип НГ. ГМДП представляет собой 
основную структурную единицу пептидогликана 
клеточной стенки бактерий, который связывает-
ся  с  цитозольными  рецепторами  NOD2  и  YB1, 
запускает сигналинг, что в конечном итоге при-
водит к повышению экспрессии генов провоспа-
лительных цитокинов, инициирующих базисную 
воспалительную реакцию [5]. Известно, что воз-
действие  ГМДП  вызывает  стимуляцию  эффек-
торных  функций  фагоцитов  (фагоцитоз,  синтез 
активных форм кислорода, активация микроби-
цидных систем, презентация антигенов) [8], тем 
не  менее  исследования  влияния  ГМДП  на  экс-
прессию мембранных рецепторов CD62L, CD63, 
CD66d  НГ  до  настоящего  времени  не  проводи-
лось. Таким образом, создание эксперименталь-
ных моделей дисфункций НГ и эксперименталь-
ный  поиск  новых  иммунотропных  субстанций, 

действие  которых  будет  корректировать  работу 
дефектно функционирующих НГ, является, с на-
шей  точки  зрения,  перспективным  направлени-
ем и представляет определенный интерес.

Цель исследования  –  оценить  особенности 
влияния  ГМДП  на  экспериментально  транс-
формированный  фенотип  НГ  условно  здоровых 
лиц, экспрессирующих молекулы CD62L, CD63, 
CD66d в системе in vitro.

Материалы и методы
Исследованы  40  образцов  НГ  перифериче-

ской крови 10 условно здоровых лиц обоего пола 
в  возрасте  от  26  до  66  лет.  Оценка  экспрессии 
рецепторов  на  мембране  НГ  проводилась  мето-
дом  проточной  цитометрии  с  использованием 
проточного  цитофлуориметра  FC  500  (Beckman 
Coulter,  США)  и  конъюгатов  моноклональных 
антител  CD62L-ECD,  CD63-FITC,  CD66d- PE 
(Beckman  Coulter  International  S.A.,  Фран-
ция).  Оценивали  относительное  количество  НГ 
(%  НГ),  экспрессирующих  мембранные  CD62L, 
CD63,  CD66d  рецепторы  и  интенсивность  их 
экспрессии по MFI  (middle  fluorescence  intensity). 
Для  создания  моделей  in vitro  были  использова-
ны  N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин 
(fMLP)  и  глюкозаминилмурамилдипептид 
(ГМДП).

На  первом  этапе  проведена  оценка  количе-
ства  интактных  НГ,  экспрессирующих  CD62L, 
CD63,  CD66d  молекулы  с  параллельной  де-
текцией  интенсивности  их  экспрессии  по  MFI 
(контрольная группа). На втором этапе для соз-
дания  в  системе  in vitro  экспериментальной 
модели  трансформированного  фенотипа  НГ, 
экспрессирующих  CD62L,  CD63,  CD66d  моле-
кулы  (экспериментальная  модель  1),  использо-
вали N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин 
(fMLP), который является пептидом бактериаль-
ного происхождения, активирующим фагоцитоз, 
дегрануляцию  и  метаболизм  кислородзависи-
мых  микробицидных  систем  НГ.  Образцы  цель-
ной  крови  условно  здоровых  лиц  инкубировали 
с fMLP в конечной концентрации 7 × 10-7 М в те-
чение  1  часа  при  температуре  37  °С.  Далее  оце-
нивали  особенности  трансформированного  фе-
нотипа НГ. На третьем этапе оценивали влияние 
в системе in vitro глюкозаминилмурамилдипепти-
да  (ГМДП)  на  неизмененный  фенотип  НГ,  экс-
прессирующих  мембранные  молекулы  CD62L, 
CD63,  CD66d  условно  здоровых  лиц  (экспери-
ментальная  модель  2).  Образцы  цельной  крови 
условно  здоровых  лиц  инкубировали  с  ГМДП 
в  конечной  концентрации  10-6  г/л  в  течение 
1 часа при температуре 37 °С. На четвертом эта-
пе  оценивали  совместное  одномоментное  вли-
яние  fMLP в конечной концентрации 7 × 10-7 М 
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и ГМДП в конечной концентрации 10-6 г/л на фе-
нотип НГ условно здоровых лиц, экспрессирую-
щих  мембранные  CD62L,  CD63,  CD66d  (экспе-
риментальная модель 3). Инкубацию проводили 
в течение 1 часа при температуре 37 °С. Оценка 
относительного  количества  НГ,  экспрессирую-
щих CD62L, CD63, CD66d молекулы на фоне де-
текции  по  MFI  уровня  экспрессии  исследуемых 
рецепторов, была проведена во всех эксперимен-
тальных моделях in vitro.

Полученные  результаты  исследования  были 
обработаны при помощи методов вариационной 
статистики и представлены в виде среднего значе-
ния с показателем стандартной ошибки и мини-
мального, максимального значения (М±m [min; 
max]).  При  анализе  количественных  признаков 
оценка  достоверности  различий  между  группа-
ми  проводилась  с  использованием  непараме-
трического  критерия  Манна–Уитни.  Различия, 
связи и зависимости считали статистически зна-
чимыми при р ≤ 0,05. Ввод данных – в таблицах 
Microsoft Excel 2007. Обработка результатов про-
водилась  с  использованием  пакета  прикладных 
программ IBM SPSS Statistics 20.

Результаты и обсуждение
Анализ  полученных  данных  показал,  что 

у  условно  здоровых  лиц  относительное  коли-
чество  интактных  НГ,  несущих  CD62L,  CD63 

и  CD66d  рецепторы,  составило:  CD62L+НГ  – 
94,19±0,63  [92,20;  96,50]  с  плотностью  оснаще-
ния  по  MFI  5,08±0,24  [4,29;  6,20];  CD63+НГ  – 
99,83±0,09 [99,10; 100,00] с MFI 3,14±0,06 [2,81; 
3,41];  CD66d+НГ  –  78,07±1,54  [72,30;  81,40] 
с  уровнем  экспрессии  по  MFI  2,29±0,06  [2,09; 
2,58] (табл. 1). 

Культивирование  образцов  периферической 
крови  с  fMLP  (экспериментальная  модель  1) 
способствовало  значительному  снижению  от-
носительного  количества  CD62L+НГ  в  1,7  раза 
(на  58,7%  -с  94,19±0,63  до  55,29±3,40)  [42,10; 
70,60] (р < 0,01), коэффициент регрессии соста-
вил  0,6±0,11.  При  этом  наблюдалось  уменьше-
ние  плотности  данного  рецептора  на  мембране 
НГ  в  2,24  раза  (на  44,7%)  в  сравнении  с  кон-
трольными  показателями  (р  <  0,01)  (в  частно-
сти, MFI CD62L составил 2,27±0,11 [1,86; 2,70]), 
коэффициент  регрессии  был  равен  0,4±0,06. 
Кроме  того,  под  влиянием  fMLP  умеренно,  но 
достоверно  увеличилась  плотность  экспрес-
сии  молекул  CD63+НГ  с  3,14±0,07  [2,81;  3,41] 
до 3,52±0,08 [3,23; 3,90] (р < 0,05), при этом от-
носительное количество CD63+НГ не отличалось 
от  контрольных  значений.  Следует  отметить, 
что  инкубация  образцов  периферической  кро-
ви  с  fMLP  не  привела  к  достоверному  измене-
нию уровня CD66d+НГ (82,54±1,1 [78,50; 86,60]) 

ТАБЛИЦА 1. ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ МОЛЕКУЛ CD62L, CD63, CD66d НА ПОВЕРХНОСТНОЙ МЕМБРАНЕ 
ИНТАКТНЫХ НГ И НГ, ПОДВЕРГНУТЫХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ

TABLE 1. PECULIARITIES OF THE EXPRESSION OF CD62L, CD63, CD66d MOLECULES ON THE SURFACE MEMBRANE OF 
INTACT NG AND NG, SUBJECTED TO EXPERIMENTAL INFLUENCE

Фенотип Phenotype

Группы Groups

CD62L CD63 CD66d
% НГ
% NG MFI % НГ

% NG MFI % НГ
% NG MFI

Контроль (интактные НГ) 
Control (intact NG)

94,19±0,63
[92,20; 96,50]

5,08±0,24
[4,29; 6,20]

99,83±0,09
[99,10; 100,00]

3,14±0,066
[2,81; 3,41]

78,07±1,54
[72,30; 81,40]

2,29±0,06
[2,09; 2,58]

Экспериментальная 
модель 1 – fMLP 
Experimental model 1 – fMLP

55,29±3,40
[42,10; 70,60]

p1**

2,27±0,11
[1,86; 2,70]

p1**

99,92±0,05
[99,50; 100,00]

3,52±0,077
[3,23; 3,90]

p1*

82,54±1,18
[78,50; 86,60]

2,40±0,05
[2,22; 2,54]

Экспериментальная 
модель 2 – ГМДП
Experimental model 2 – GMDP

92,68±0,63
[90,80; 94,80]

4,76±0,31
[4,01; 5,88]

99,78±0,07
[99,30; 100,00]

3,21±0,075
[3,00; 3,46]

88,27±1,48
[83,90; 92,40]

p1**

2,38±0,09
[2,05; 2,69]

Экспериментальная 
модель 3 – fMLP + ГМДП 
Experimental model 3 – 
fMLP + GMDP

77,33±1,98
[72,30; 84,30]

p1**, p2**, 
p3**

2,79±0,15
[2,34; 3,15]
p1**, p2*,p3**

99,92±0,05
[99,50; 100,00]

3,44±0,068
[3,23; 3,59]

p1**

85,69±1,30
[80,40; 90,00]

p1**

2,38±0,06
[2,22; 2,64]

Примечание. p1 – достоверность различий между контролем и экспериментальными моделями; p2 – 
достоверность различий между экспериментальной моделью 1 и моделью 3; p3 – достоверность различий 
между экспериментальной моделью 2 и моделью 3; * – p < 0,05; ** – р < 0,01.

Note. p1, reliability of differences between the control and the experimental models; p2, reliability of differences between the 
experimental model 1 and model 3; p3, reliability of differences between the experimental model 2 and model 3; *, p < 0.05;  
**, р < 0.01.
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Рисунок 1. Фенотипический профиль нейтрофильных 
гранулоцитов в экспериментах in vitro
Примечание. * – p < 0,05 (достоверность различий между 
контролем и экспериментальными моделями).
Figure 1. Phenotypic profile of neutrophilic granulocytes  
in experiments in vitro
Note. *, p < 0.05 (reliability of differences between the control and the 
experimental models).

Рисунок 2. Изменение уровня интенсивности оснащения 
рецепторами CD62L, CD63, CD66d нейтрофильных 
гранулоцитов в экспериментах in vitro
Примечание. * – p < 0,05 (достоверность различий между 
контролем и экспериментальными моделями).
Figure 2. Changing of intensity level equipment receptors 
CD62L, CD63, CD66d of neutrophilic granulocytes in 
experiments in vitro
Note. *, p < 0.05 (reliability of differences between the control and the 
experimental models).

и MFI CD66d (2,4±0,05 [2,22; 2,54]) в сравнении 
с контрольными показателями (рис. 1, 2).

Выявленная  динамика  перераспределения 
изучаемых  поверхностных  мембранных  моле-
кул CD62L, CD63, CD66d НГ под воздействием 
fMLP, полученная в созданной в системе  in vitro 
экспериментальной  модели  1  по  трансформа-
ции  фенотипа  CD62L+CD63+CD66d+НГ,  сходна 
с  ранее  выявленными  нами  изменениями  экс-
прессии молекул CD62L и CD63 у новорожден-
ных  с  врожденной  пневмонией  и  пневмони-
ей  тяжелого  течения,  осложненной  сепсисом, 
в  виде  снижения  относительного  количества 
CD62L+CD63+НГ  и  уровня  плотности  экспрес-
сии CD62L+НГ на фоне увеличения уровня экс-
прессии CD63+НГ [10].

В  созданной  на  третьем  этапе  исследования 
экспериментальной модели 2 проводилась оцен-
ка влияния регуляторного ГМДП на НГ условно 
здоровых  лиц.  После  инкубации  образцов  кро-
ви с ГМДП наблюдалось умеренное повышение 
относительного  количества  НГ  (по  сравнению 
с  контролем),  экспрессирующих  CD66d+НГ: 
с 78,07±1,54 до 88,27±1,48 [83,90; 92,40] (p < 0,01), 
при  этом  плотность  экспрессии  этой  молекулы 
была  неизменна  (табл.  1).  Полученные  данные 
продемонстрировали  отсутствие  позитивных 
и негативных влияний ГМДП на относительный 
уровень  CD62L+НГ,  CD63+НГ  и  плотность  их 
экспрессии по сравнению с контролем (рис. 2).

Оценка  одномоментного  комбинированного 
воздействия  fMLP  и  ГМДП  на  четвертом  этапе 

исследования (экспериментальная модель 3) по-
зволила  установить  нивелирование  выявленных 
ранее негативных эффектов fMLP на CD62L+НГ. 
Так, под влиянием ГМДП значительно увеличи-
лось количество CD62L+НГ с 55,29% (моновлия-
ние fMLP) до 77,33±1,98 [72,30; 84,30] (р < 0,01) 
(рис.1). Кроме того, умеренно возросла плотность 
экспрессии  молекул  CD62L  с  2,27±0,11  [1,86; 
2,70]  до  2,79±0,15  [2,34;  3,15]  (р  <  0,05).  Одна-
ко  при  этом  ГМДП  не  корректировал  негатив-
ное  влияние  fMLP  на  относительное  количе-
ство  CD63+НГ  и  CD66d+НГ  и  плотность  CD63 
и CD66d рецепторов на поверхностной мембра-
не  НГ  (табл.  1,  рис.  2).  Следует  отметить,  что 
одновременная  инкубация  НГ  с  fMLP  и  ГМДП 
привела  к  достоверному  приросту  относитель-
ного  количества  CD66d+НГ  (85,69±1,30  против 
78,07±1,54 в контроле, p < 0,01) и достоверному 
увеличению  плотности  CD63+НГ  в  сравнении 
с  контролем  (3,44±0,07  против  3,14±0,07  в  кон-
троле,  соответственно,  p  <  0,01).  Таким  обра-
зом,  выявлен  иммуномодулирующий  эффект 
ГМДП  –  нивелирование  негативных  трансфор-
мационных  изменений  фенотипических  харак-
теристик  НГ,  которые  были  вызваны  влиянием 
бактериального  пептида  fMLP,  наиболее  выра-
женные в отношении значимого восстановления 
количества НГ, экспрессирующих CD62L, и пол-
ного  восстановления  плотности  экспрессируе-
мых на мембране НГ CD62L, что, с нашей точки 
зрения,  важно  для  полноценного  перемещения 
НГ к очагу воспаления.

Экспериментальная модель 3 – fMLP + ГМДП
Experimental model 3 – fMLP + GMDP

Экспериментальная модель 2 – ГМДП
Experimental model 2 – GMDP

Экспериментальная модель 1 – fMLP
Experimental model 1 – fMLP

Контроль (интактные НГ)
Control (intact NG)

Экспериментальная модель 3 – fMLP + ГМДП
Experimental model 3 – fMLP + GMDP

Экспериментальная модель 2 – ГМДП
Experimental model 2 – GMDP

Экспериментальная модель 1 – fMLP
Experimental model 1 – fMLP

Контроль (интактные НГ)
Control (intact NG)

% CD66d НГ
% CD66d NG

% CD63 НГ
% CD63 NG

% CD62L НГ
% CD62L NG

85,69*
99,92

77,33*

88,27*

82,54

78,07

99,78

99,92

99,83

92,68

55,29*

94,19

2,38

2,38

2,4

2,29

3,44*

3,21

3,52*

3,14

2,79*

4,76

2,27*

5,08

MFI CD66d MFI CD63 MFI CD62L
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Выводы
1.  Под  влиянием  бактериального  пептида 

fMLP в созданной в системе in vitro эксперимен-
тальной модели получена трансформация фено-
типа  НГ  условно  здоровых  субъектов,  одномо-
ментно  экспрессирующих  CD62,  CD63,  CD66d 
молекулы:  значительно  уменьшилось  как  коли-
чество НГ, экспрессирующих CD62L, так и плот-
ность экспрессии CD62L с параллельным повы-
шением плотности экспрессии CD63.

2.  Воздействие  ГМДП  на  нетрансформиро-
ванный фенотип НГ условно здоровых субъектов 
не изменяло количество CD62L+НГ и CD63+НГ, 
не  менялась  и  плотность  экспрессии  CD62L 
и CD63 на поверхностной мембране НГ, однако 
при  этом  достоверно  увеличилось  количество 
CD66d+НГ, при неизменившейся плотности экс-
прессии молекул CD66d.

3.  ГМДП,  введенный  одномоментно  с  бакте-
риальным пептидом fMLP, нивелировал некото-

рые  трансформационные  изменения  фенотипа 
НГ, возникающие под влиянием fMLP: на 22,04% 
восстановилось  количество  CD62L+НГ  и  досто-
верно возросла плотность экспрессии CD62L; при 
этом ГМДП не корректировал негативное влия-
ние fMLP на количество CD63+НГ и CD66d+НГ 
и плотность экспрессии молекул CD63 и CD66d.

4.  Одномоментное  введение  fMLP  и  ГМДП 
достоверно  увеличило  количество  CD66d+НГ 
и  плотность  экспрессии  молекул  CD63  на  мем-
бране CD63+НГ по сравнению с интактными НГ 
условно здоровых субъектов. 

5.  Полученные  данные  представляют  опре-
деленный  интерес  для  разработки  новых  имму-
нотерапевтических  стратегий,  направленных 
на  коррекцию  негативно  трансформированного 
фенотипа  НГ  при  нетипично  протекающих  ин-
фекционно-воспалительных  заболеваниях  бак-
териальной этиологии.
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КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ СОПОСТАВЛЕНИЕ  
ПРИ Th-ЗАВИСИМЫХ МЕХАНИЗМАХ ИММУННОГО 
ОТВЕТА У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКОЙ ОБСТРУКТИВНОЙ 
БОЛЕЗНЬЮ ЛЕГКИХ
Калинина Е.П.1, Виткина Т.И.2, Кнышова В.В.2, Федосеева Е.А.2, 
Новгородцева Т.П.2, Гвозденко Т.А.2
1 Медицинский центр ООО «Мой доктор», г. Владивосток, Россия  
2 Научно-исследовательский институт медицинской климатологии и восстановительного лечения  – 
Владивостокский филиал ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания», 
г. Владивосток, Россия

Резюме. Хроническая  обструктивная  болезнь  легких  (ХОБЛ)  является  глобальной  проблемой 
здравоохранения. Актуальным является изучение иммунологических особенностей и их сопряжен-
ности с клиническим течением ХОБЛ. Цель исследования – установить клинико-иммунологические 
особенности ХОБЛ разной степени тяжести при Th1- и Тh17-зависимых типах иммунного ответа. 

Обследовано 132 пациента с ХОБЛ и 32 практически здоровых лица. По клинико-функциональ-
ным вариантам пациенты с ХОБЛ разделены по группам: 36 человек (28%) с легкой степенью тяже-
сти, 62 человека (48%) со средней степенью тяжести и 30 человек (23%) с тяжелой степенью тяжести. 
Проводилось клинико-функциональное и лабораторное исследование. Субпопуляции Th1- и Th17-
лимфоцитов оценивали по уровню цитокинов в сыворотке крови (туморнекротизирующий фактор 
(TNFα), интерлейкинов (IL) IL-4, IL-10, IL-17А, IL-21, IFNγ), трансформирующего фактора роста 
β1 (TGF-β1)), определяли экспрессию рецептора IL-6R (CD126+) на зрелых Т-лимфоцитах  (CD3+) 
и Т-хелперах (CD4+) периферической крови. Результаты исследования показали, что у больных ХОБЛ 
легкой степени тяжести определялись три разных фенотипа с превалированием Th1-зависимого им-
мунного ответа. Уровень экспрессии IL-6R представлен в большей степени на CD3+CD126+ клетках 
при Th1/Th17-фенотипе и CD4+CD126+ клетках при Th17-зависимом типе иммунного ответа. У боль-
ных ХОБЛ средней степени тяжести соотношение между Th1-, Th17- и Th1/Th17-типами иммунного 
ответа определялось в равных долях. Уровень экспрессии IL-6R на зрелых Т-лимфоцитах и Т-хелперах 
возрастает в наибольшей степени при Th17-зависимом иммунном ответе. У больных ХОБЛ тяжелой 
степени  преобладал  иммунный  ответ  по  Th17-  и  Th1/Th17-типам.  Уровень  экспрессии  IL-6R  уве-
личивается при Th17- и Th1/Th17- зависимых типах иммунного ответа, при этом наиболее значи-
мое возрастание отмечается для CD4+ клеток при Th17-фенотипе. Установлено, что с фенотипами 
иммунного ответа у пациентов с ХОБЛ сопряжены особенности клинического течения заболевания. 
Полученные данные позволят определить фенотип воспаления, спрогнозировать течение хрониче-
ского заболевания и подобрать адекватную терапию.

Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких, Тh-зависимый тип иммунного ответа, IL-6 сигналинг
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CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL COMPARISONS IN Th-
DEPENDENT IMMUNE RESPONSE MECHANISMS AMONG 
PATIENTS WITH CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY 
DISEASE
Kalinina Е.P.a, Vitkina T.I.b, Knyshova V.V.b, Fedoseeva E.A.b, 
Novgorodtseva T.P.b, Gvozdenko T.A.b
a Medical Center “My Doctor”, Vladivostok, Russian Federation  
b Research Institute of Medical Climatology and Rehabilitation Treatment, Branch of Far Eastern Scientific Center  
of Physiology and Pathology of Respiration, Vladivostok, Russian Federation 

Abstract.  Chronic  obstructive  pulmonary  disease  (COPD)  is  a  global  public  health  problem.  Studies  in 
immunological features and their correlations with clinical course of COPD are of importance. The aim of this 
study was to elucidate clinical and immunological features in COPD of different severity grade, concerning 
Th1- and Тh17-dependent types of immune response.

The study included 132 COPD patients and 32 healthy individuals. According to clinical and functional 
patterns, the patients with COPD were divided into 3 groups, i.e., 36 cases (28%) of mild severity; 62 individuals 
(48%), of moderate severity, and 30 patients (23%) of severe clinical grade. We have performed both clinical 
and immunological evaluation of the patients. The Th1- and Th17-specific lymphocyte subpopulations were 
assessed according to the serum levels of cytokines, i.e. tumor necrosis factor (TNFα), IL-4, IL-10, IL-17A, 
IL-21, IFNγ, as well as transforming growth factor β1 (TGF-β1). We have also determined expression of IL-6R 
receptor (CD126+) on mature T lymphocytes (CD3+) and T helper cells (CD4+) from peripheral blood. We have 
obtained the following results: the patients with mild-grade COPD exhibited three different T cell phenotypes 
were determined, with a prevalence of Th1-dependent immune response. The IL-6R were mostly expressed 
on CD3+CD126+ cells for the Th1/Th17 phenotype, and CD4+CD126+ cells in cases of Th17-dependent type 
immune response. In patients with COPD of moderate severity, the Th1, Th17, or Th1/Th17 types of immune 
response was revealed at similar rates. The level of IL-6R expression on mature T lymphocytes and T-helper 
cells increased to the greatest extent in cases of Th17-dependent immune response. In severe COPD patients, 
we have found a dominance of Th17 and Th1/Th17 type immune response. The levels of IL-6R expression 
were increased in Th17- and Th1/Th17-dependent types of immune response, the most significant increase 
was observed for CD4+ cells in Th17 phenotype. Clinical features of COPD proved to be associated with the 
phenotypes of immune response. These results allow of specifying the inflammatory phenotype, predicting the 
course of chronic disease, and selecting appropriate therapy.

Keywords: chronic obstructive pulmonary disease, Th-dependent type immune response, IL-6 signaling

Введение
Хроническая  обструктивная  болезнь  легких 

(ХОБЛ) – одна из ведущих причин заболеваемо-
сти и смертности во всем мире. По данным неко-
торых исследований, распространенность ХОБЛ 
среди  взрослого  населения  составляет  5-9%. 
Это  единственная  болезнь,  смертность  от  ко-
торой  продолжает  увеличиваться.  Летальность 
от  ХОБЛ  занимает  4-е  место  среди  всех  причин 
смерти в общей популяции, что составляет около 
4% в структуре общей летальности [10].

ХОБЛ  характеризуется  повышением  уровня 
маркеров  воспаления  в  периферической  крови 
(С-реактивный  белок,  фибриноген,  лейкоциты, 
провоспалительные цитокины IL-1β, IL-6, IL-8, 
TNFα). Наличие системного воспаления у боль-
ных ХОБЛ стабильного течения показано в мета-

анализе  W.Q.  Gan,  в  котором  было  рассмотрено 
14 исследований по изучению маркеров систем-
ного воспаления при ХОБЛ [9]. Предполагается, 
что  взаимосвязь  между  местным  бронхолегоч-
ным  и  системным  воспалением  осуществляют 
индуцированные  из  бронхолегочной  системы 
в системную циркуляцию цитокины [1, 5, 9, 12]. 
Другим важным признаком системного воспали-
тельного  процесса  являются  клеточные  факто-
ры крови, среди которых особая роль отводится 
популяции  Т-хелперов  (Th).  В  настоящее  время 
рассматривают четыре типа адаптивного иммун-
ного ответа, которые регулируются разными по-
пуляциями Т-хелперов (Тh), а именно Th1, Th2, 
Th17,  и  T-регуляторными  клетками  (Treg)  [4, 
6,  7,  15].  Различные  субпопуляции  Th-клеток 
способны  управлять  развитием  иммунного  от-
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вета,  активируя  соответствующие  эффекторные 
клетки.  В  свою  очередь,  дифференцировка  той 
или иной субпопуляции Th зависит от цитокино-
вого микро окружения. 

Многие  исследователи  предпринимали  по-
пытку  охарактеризовать  тип  иммунного  ответа 
у пациентов с ХОБЛ, но полученные результаты 
довольно  противоречивы.  В  некоторых  рабо-
тах показано, что у пациентов с ХОБЛ преобла-
дает  Th1-модель  иммунного  ответа,  в  то  время 
как другие отмечают Th2-фенотип [6]. В ряде ис-
следований  было  обнаружено  увеличение  числа 
Th17  в  периферической  крови  больных  ХОБЛ, 
что  говорит  об  усилении  Th17-типа  иммунно-
го  ответа  [3,  7,  13].  Основным  биологическим 
эффектом  IL-17  является  усиление  образова-
ния  нейтрофилов  и  поддержание  их  гомеостаза. 
При  ХОБЛ  поддержание  персистирующего  вос-
паления  в  дыхательных  путях  сопровождается 
преимущественно  накоплением  нейтрофилов 
и Т-лимфоцитов [6]. 

В последние годы значительный интерес вы-
зывает  роль  IL-6  в  прогрессировании  ХОБЛ. 
Согласно  проведенным  исследованиям,  повы-
шенный  системный  уровень  IL-6  является  от-
личительной чертой ХОБЛ и коррелирует со сте-
пенью  воспаления  нижних  дыхательных  путей 
и снижением легочной функции [2, 14]. В связи 
с этим изучение молекулярных механизмов дей-
ствия IL-6 при ХОБЛ вызывает большой интерес. 
Однако  исследований,  посвященных  изучению 
сигналинга IL-6 у больных ХОБЛ при различных 
типах Т-клеточного иммунного ответа, не прово-
дилось. 

Цель исследования – установить клинико-им-
мунологические особенности ХОБЛ разной сте-
пени тяжести при Th1- и Тh17-зависимых типах 
иммунного ответа.

Материалы и методы
В  исследовании  на  условиях  добровольного 

информированного согласия участвовали 160 па-
циентов (96 мужчин и 64 женщины), средний воз-
раст составил 57,5±4,8 года. Критерием разделе-
ния пациентов по группам была степень тяжести 
клинического течения ХОБЛ (GOLD, 2014) [10]. 
По  клинико-функциональным  вариантам  паци-
енты  разделялись  по  группам:  36  человек  (28%) 
с легкой степенью, 62 человека (48%) со средней 
степенью и 30 человек (24%) с тяжелой степенью 
течения ХОБЛ. На момент обследования пациен-
ты не получали регулярной противовоспалитель-
ной  терапии.  Критериями  исключения  из  ис-
следования явилось наличие у пациентов острых 
инфекционных  заболеваний,  хронических  забо-
леваний внутренних органов в фазе обострения, 
хронической  сердечной  недостаточности  в  ста-

дии декомпенсации. В контрольную группу вош-
ли 32 практически здоровых лица (6 мужчин и 26 
женщин),  некурящих,  с  нормальной  функцией 
внешнего  дыхания,  средний  возраст  –  42,0±3,4 
года. 

Заболевания  бронхолегочной  системы  диа-
гностировали  на  основании  данных  анамнеза, 
объективного  осмотра,  пикфлоуметрии,  спиро-
графии с выполнением бронхолитического теста 
(спирограф  “FUK.UDA”,  Япония),  результатов 
тестов «шкала одышки» mMRС (Modified British 
Medical  Research  Council)  и  «оценка  качества 
жизни»  САТ  (COPD  Assessment  Test),  рентге-
нологического  и  лабораторного  исследования. 
В  соответствии  с  рекомендациями  «Глобальной 
стратегии:  диагностика,  лечение  и  профилакти-
ка ХОБЛ» диагноз ХОБЛ выставляли при ОФВ/
ФЖЕЛ < 0,70 [10]. По результатам спирометрии 
у  пациентов  с  легкой  степенью  тяжести  ХОБЛ 
постбронходилятационный показатель ОФВ1 со-
ставил 90,13±1,99%, по данным опроса определя-
лась одышка в 1 балл по шкале mMRС и качество 
жизни  в  4-6  баллов  по  тесту  САТ.  У  пациентов 
со  среднетяжелой  степенью  ХОБЛ  показатель 
ОФВ1 составил 73,9±2,56%, определялась одыш-
ка в 2 балла по шкале mMRС и качество жизни 
в  7-9  баллов  по  тесту  САТ.  У  пациентов  с  тяже-
лой  степенью  ХОБЛ  показатель  ОФВ1  составил 
48,6±1,76%, по шкале одышки mMRС определя-
лись  2  балла  и  более,  по  тесту  САТ  –  10  баллов 
и более.

Субпопуляции Th1- и Th17-лимфоцитов оце-
нивали по уровню цитокинов в сыворотке крови: 
туморнекротизирующий  фактор  альфа  (TNFα), 
интерлейкины  (IL)  IL-4,  IL-10,  IL-17А,  интер-
ферон-гамма  (IFNγ)  методом  проточной  цито-
метрии  (тест-системы  фирмы  BD,  США).  Об-
работку  данных  проводили  с  использованием 
программы FCAP Array 3.0 (BD, США). Уровень 
содержания  трансформирующего  фактора  роста 
β1  (TGF-β1) и  IL-21 в сыворотке крови опреде-
ляли  иммуноферментным  методом  (Genzyme 
diagnostics,  США).  Определяли  экспрессию  ре-
цептора IL-6R (CD126+) на зрелых Т-лимфоцитах 
(CD3+)  и  Т-хелперах  (CD4+)  периферической 
крови методом проточной цитометрии с исполь-
зованием реагентов фирмы BD (США).

Статистическую  обработку  данных  прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 6.0. Для выявления значимых различий 
сравниваемых показателей использовали непара-
метрический U-критерий Манна–Уитни. Разли-
чия считались значимыми при р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
В  рамках  поставленной  цели  для  выявления 

патогенетической  значимости  цитокинов  Th1- 
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и Th17-типов иммунного ответа в формировании 
воспаления  обследовали  больных  ХОБЛ  разной 
степени тяжести. 

В  группе  больных  ХОБЛ  легкой  степени  тя-
жести у 67% пациентов (24 чел.) выявлено увели-
чение  концентрации  TNFα  и  IFNγ  и  снижение 
уровня IL-4 по сравнению с контрольной группой 
(табл. 1). Дефицит IL-4 на фоне высокой концен-
трации  провоспалительных  цитокинов  (TNFα, 
IFNγ)  указывает  на  дифференцировку  наивных 
Т-лимфоцитов  по  Th1-зависимому  пути.  У  28% 
пациентов  (10  чел.)  наблюдалось  повышение 
уровня провоспалительных (IL-17 и IL-21) и про-
тивовоспалительных (IL-10, TGF-β1) цитокинов, 
падение  уровня  IL-4  по  сравнению  с  группой 
контроля.  Это  свидетельствует  о  формировании 
специфического цитокинового паттерна, приво-
дящего к дифференцировке Т-хелперов 17 типа. 
У 5% пациентов (2 чел.) наблюдалось повышение 
IL-17,  IL-21,  IFNγ  и  TNFα,  что  свидетельствует 
о  равнозначной  по  силе  активации  Т-хелперов 
1-го  и  17-го  типов.  Повышение  уровней  IL-21, 
IL-6  и  TGF-β1,  являющихся  важнейшими  фак-
торами  дифференцировки  Th17-клеток,  ведет 
к росту числа этих клеток при утяжелении тече-
ния ХОБЛ [15]. В свою очередь, Th17-клетки, по-
средством продукции IL-17А, активируют синтез 
клетками  врожденного  иммунитета  TNFα,  IL-6 
и других провоспалительных факторов [11]. В то 
же  время  продуцируемый  Th17-клетками  про-
воспалительный цитокин IL-17 способствует ак-
тивации легочных фибробластов, эпителиальных 
клеток  и  клеток  гладкой  мускулатуры  бронхов. 
После активации эти клетки экспрессируют ци-
токины  IL-6,  IL-8  и  гранулоцитарно-колоние-
стимулирующий  фактор  (G-CSF),  вызывающие 
инфильтрацию  дыхательных  путей  нейтрофи-
лами  и  усиление  их  пролиферации.  Нейтрофи-
лы, в свою очередь, выделяют протеолитические 
ферменты,  разрушающие  паренхиму  легких, 
тем самым снижая их функцию [3, 7]. Таким об-
разом,  Th17  обеспечивают  пролонгацию  врож-
денного  иммунного  ответа,  что  обуславливает 
хронизацию  воспаления.  В  ходе  настоящего  ис-
следования выявлены изменения в количествен-
ном  содержании  Т-клеток,  несущих  на  своей 
поверхности  IL-6R  (CD126+)  в  зависимости 
от  степени  тяжести  ХОБЛ  (табл.  2).  У  пациен-
тов  с  легким  течением  ХОБЛ  наблюдалась  тен-
денция  к  повышению  процентного  содержания 
CD4+ клеток, несущих на своей мембране IL-6R, 
в  сравнении  с  группой  контроля.  У  пациентов 
с  Th1-зависимым  иммунным  ответом  увеличи-
лось  количество  CD4+CD126+  клеток  на  37% 
(р  <  0,05)  относительно  контрольной  группы. 
У  пациентов  с  Th17-зависимым  иммунным  от-
ветом  возросло  количество  CD3+CD126+  клеток 

на  65%  (р  <  0,05),  а  с  Th1/Th17-типом  иммун-
ного  ответа  –  на  84%  (р  <  0,05)  относительно 
контрольной  группы.  У  больных  ХОБЛ  легкой 
степени  тяжести  определялось  три  Т-клеточных 
фенотипа  иммунного  ответа  с  превалированием 
Th1-зависимого  варианта.  Уровень  экспрессии 
IL-6R при легком течении ХОБЛ наиболее выра-
жен при Th1-зависимом типе иммунного ответа 
на CD4+CD126+ клетках, при Th17- и Th1/Th17-
фенотипах – на CD3+CD126+ клетках.

В группе больных ХОБЛ средней степени тя-
жести в 39% случаев (24 чел.) выявлен Th1-путь 
иммунного  ответа.  Этот  путь  характеризуется 
снижением  уровня  цитокинов  IL-4,  IL-21  и  по-
вышением  продукции  TNFα  и  IFNγ  по  сравне-
нию с контрольной группой (табл. 1). У 34% боль-
ного  (21  чел.)  установлен  Th17-путь  иммунного 
ответа, который поддерживается высокими зна-
чениями провоспалительных цитокинов IL-17А, 
IL- 21 и противовоспалительных – IL-10, TGF-β1. 
У 27% пациентов (17 чел.) выявлен Th1/Th17-тип 
иммунного ответа с одновременной экспрессией 
IL-17А,  IL-21,  TNFα  и  IFNγ  цитокинов.  Среди 
пациентов  ХОБЛ  со  среднетяжелым  течением 
выявлено  статистически  значимое  увеличение 
количества  клеток  с  маркером  CD126+  относи-
тельно контрольной группы (табл. 2). У пациен-
тов с Th1-зависимым иммунным ответом на 27% 
возросло  количество  CD3+CD126+  клеток  от-
носительно  контрольной  группы.  У  пациентов 
с  Th17-зависимым  иммунным  ответом  было  от-
мечено увеличение в 2 раза (р < 0,01) количества 
CD4+CD126+  и  на  53%  (р  <  0,05)  CD3+CD126+ 
клеток относительно контрольной группы. У па-
циентов  с  Th1/Th17-типом  иммунного  ответа 
возросло  количество  как  CD4+CD126+,  так  и 
CD3+CD126+ клеток на 35% (р < 0,05) и 31% со-
ответственно, по сравнению с контрольной груп-
пой.  У  больных  ХОБЛ  среднетяжелой  степени 
Th1-, Th17- и Th1/Th17-типы иммунного ответа 
встречались в равных долях. Уровень экспрессии 
IL-6R при среднетяжелом течении ХОБЛ на зре-
лых  Т-лимфоцитах  и  Т-хелперах  в  наибольшей 
степени возрастает при Th17-типе иммунного от-
вета.

Среди  пациентов  с  тяжелой  степенью  ХОБЛ 
Th1-тип  иммунного  ответа,  характеризуемый 
высоким уровнем TNFα и IFNγ на фоне низких 
значений  IL-21,  выявлен  у  6%  (2  чел.)  (табл.  1). 
У  43%  больных  (13  чел.)  диагностированы  мак-
симальные  значения  провоспалительных  цито-
кинов  IL-17,  IL-21  и  противовоспалительных  – 
IL- 10, TGF-β1, что указывает на продуцирующую 
активацию  Th17-лимфоцитов,  играющих  роль 
дирижера  воспалительной  реакции.  У  50%  па-
циентов  (15  чел.)  данной  группы  преобладала 
экспрессия  IL-17,  IL-21,  TNFα  и  IFNγ,  харак-
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терная  для  Th1/ Th17-типа  иммунного  ответа. 
Статистически  значимое  различие  внутри  груп-
пы по уровню исследуемых цитокинов выявлено 
для всех показателей. У пациентов тяжелого те-
чения ХОБЛ с Th1-зависимым иммунным отве-
том определялось увеличение в 2 раза (р < 0,001) 
количества  CD4+CD126+  клеток  по  сравнению 
с  контрольной  группой.  У  пациентов  с  Th17-
зависимым иммунным ответом отмечено значи-
тельное  возрастание  Т-клеток,  экспрессирую-
щих  IL-6R  относительно  контрольной  группы. 
В  наибольшей  степени  увеличение  затронуло 
Т-хелперы  –  на  286%  (р  <  0,001).  У  пациентов 
с Th1/Th17-типом иммунного ответа количество 
CD4+CD126+ клеток возросло на 212% (р < 0,001), 
количество  CD3+CD126+  –  на  197%  (р  <  0,001) 
по  сравнению  с  контрольной  группой.  У  боль-
ных  ХОБЛ  тяжелой  степени  преобладали  Th17- 
и  Th1/Th17-типы  иммунного  ответа.  Уровень 
экспрессии  IL-6R  при  тяжелом  течении  ХОБЛ 
увеличивается  в  3  раза  при  Th17-  и  Th1/Th17-
зависимых  типах  иммунного  ответа.  Отмечено 
наиболее  значимое  возрастание  CD4+CD126+ 
клеток при Th17-фенотипе. 

Полученные  данные  показали,  что  по  мере 
утяжеления ХОБЛ происходило увеличение чис-
ла  Т-лимфоцитов,  несущих  на  своей  поверхно-
сти IL-6R. Это указывает на значимую роль IL-6 
в развитии системного воспалительного процес-
са  при  ХОБЛ.  IL-6  является  важным  фактором 
для  дифференциации  субпопуляций  Th-клеток. 
Он  обладает  супрессорной  активностью  по  от-
ношению к Th1 и Treg и способствует развитию 
Th17-типа иммунного ответа [2, 11]. Кроме того, 
IL-6  способен  подавлять  апоптоз  клеток  по-
средством  индукции  антиапоптотических  регу-
ляторов.  Предполагается,  что  благодаря  этому 
IL-6  может  способствовать  развитию  хрониче-
ских  заболеваний  путем  сохранения  Т-клеток 
на  участках  воспаления.  Усиливая  активность 
Т-лимфоцитов,  IL-6  способствует  утяжелению 
хронического  интерстициального  воспаления 
в легких с различными системными эффектами.

В  ходе  исследования  выявлены  особенно-
сти  клинической  картины  у  пациентов  с  ХОБЛ 
в  зависимости  от  фенотипа  иммунного  отве-
та  (табл.  3).  Так,  у  59%  больных  ХОБЛ  с  Th1-
фенотипом иммунного ответа одышка возникала 
при  умеренных  физических  нагрузках,  кашель 
с  незначительным  количеством  мокроты  слизи-
стого характера беспокоил в период обострений. 
САТ-тест превышал 10 баллов. Ограничение ско-
рости воздушного потока (ОФВ1) у этих больных 
уменьшалось в среднем до 65%. Течение заболе-
вания  характеризовалось  развитием  обострений 
1-2 раза в год, чаще в холодное время года. При-
знаки  сердечной  недостаточности,  развившей-

ся  на  фоне  артериальной  гипертензии  и  ИБС, 
появлялись у каждого третьего пациента. У 64% 
больных  ХОБЛ  с  Th1/Th17-типом  иммунного 
ответа  течение  заболевания  характеризовалось 
одышкой  при  умеренных  физических  нагрузках 
(2 балла по шкале MRS), развитием обострений 
3-4 раза в год. Ограничение скорости воздушно-
го потока (ОФВ1) уменьшалось в среднем до 53%. 
Выраженность  симптомов  (кашель,  выделение 
мокроты),  оцененных  по  CAT-тесту,  соответ-
ствовала в среднем 18 баллам. Количество сопут-
ствующих  заболеваний  увеличилось,  к  сердеч-
но-сосудистым заболеваниям у каждого второго 
обследуемого  добавились  метаболические  на-
рушения. Для 77% больных ХОБЛ с Th17-типом 
иммунного ответа течение заболевания характе-
ризовалось  уменьшением  скорости  воздушного 
потока (ОФВ1) в среднем до 40%, прогрессирова-
нием хронической дыхательной недостаточности 
(3-4 балла по шкале MRS), т.е. одышка беспокои-
ла во время повседневной деятельности, при мед-
ленной  ходьбе  по  ровной  поверхности,  уборке 
постели,  одевании.  Таких  пациентов  постоянно 
беспокоил кашель с большим количеством отде-
ляемой мокроты часто гнойного характера, САТ-
тест более 20 баллов. Частота обострений у этих 
больных увеличилась до 5-7 раз в год. Среди со-
путствующих  заболеваний,  которые  беспокоили 
пациентов,  в  100%  случаев  преобладали  гипер-
тоническая  болезнь,  ИБС,  мерцательная  арит-
мия, метаболический синдром, сахарный диабет 
и остеопороз. Таким образом, клинические про-
явления  ХОБЛ  при  Th17-типе  иммунного  отве-
та  отличаются  от  клинических  проявлений  при 
Th1-  и  Th1/Th17-типах  иммунного  ответа.  При 
Th17-фенотипе  увеличивается  количество  обо-
стрений заболевания в год, количество отделяе-
мой мокроты, часто носящей гнойный характер, 
и количество сопутствующих заболеваний.

С  учетом  ведущей  роли  воспаления  в  пато-
генезе  ХОБЛ,  диагностика  ключевых  маркеров 
воспалительного  процесса  является  первооче-
редной  задачей.  Результаты  исследования  по-
казали,  что  по  мере  утяжеления  клинического 
течения  ХОБЛ  возрастает  число  Th17-клеток 
и  Т-клеток,  экспрессирующих  мембраносвязан-
ный  IL-6R,  посредством  которого  происходит 
классическая передача сигнала в клетку. Извест-
но, что при связывании IL-6 с IL-6R на поверх-
ности  T-хелперных  лимфоцитов  в  них  запуска-
ется  JAK/STAT  (Janus  Kinases  –  signal  transducer 
and  activator  of  transcription)  сигнальный  каскад 
либо МАРК (mitogen-activated protein kinase) сиг-
нальный  путь,  контролирующие  пролиферацию 
и дифференцировку клеток [8, 14]. Эти сигналь-
ные  каскады  регулируют  дифференцировку  Th, 
влияют  на  их  выживаемость  посредством  запу-
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ска  синтеза  антиапоптотических  регуляторов, 
модулируют  продукцию  эффекторных  цитоки-
нов  этими  клетками.  Увеличение  числа  CD126-
позитивных  Т-клеток  при  прогрессировании 
ХОБЛ  указывает  на  вовлечение  классического 
IL-6 сигнального пути в патогенез заболевания. 

Заключение
Таким  образом,  у  больных  ХОБЛ  определя-

ются три Т-клеточных фенотипа иммунного от-
вета – Th1, Th17 и Th1/Th17. При ХОБЛ легкой 
степени  тяжести  превалирует  Th1-зависимый 
иммунный  ответ.  Уровень  экспрессии  IL-6R 
представлен в большей степени на CD3+CD126+ 
клетках  при  Th1/Th17-фенотипе  и  CD4+CD126+ 
клетках при Th17-зависимом типе иммунного от-
вета. У больных ХОБЛ средней степени тяжести 
Th1-, Th17- и Th1/Th17-типы иммунного ответа 
определяются в равных долях. Уровень экспрес-
сии IL-6R на зрелых Т-лимфоцитах и Т-хелперах 
возрастает  в  наибольшей  степени  при  Th17-
зависимом  иммунном  ответе.  У  больных  ХОБЛ 
тяжелой  степени  преобладает  иммунный  ответ 
по  Th17-  и  Th1/ Th17-типам.  Уровень  экспрес-
сии IL-6R увеличивается при Th17- и Th1/ Th17-
зависимых  типах  иммунного  ответа,  при  этом 
наиболее  значимое  увеличение  отмечается 
для CD4+CD126+ клеток при Th17-фенотипе. 

У  пациентов  с  ХОБЛ  определяются  особен-
ности клинической картины, сопряженные с фе-
нотипом  иммунного  ответа.  При  Th1-  и  Th1/
Th17-фенотипах  иммунного  ответа  определя-
ются  умеренная  степень  ограничения  скорости 
воздушного  потока  и  умеренное  влияние  ХОБЛ 
на  качество  жизни  пациента,  которые  сопро-
вождаются  редкими  сезонными  обострениями 
при  Th1-фенотипе  и  частыми  обострениями  за-
болевания при Th1/Th17-фенотипе. У пациентов 
с  Th17-фенотипом  иммунного  ответа  определя-
ется  средняя  степень  тяжести  ограничения  ско-
рости  воздушного  потока,  выраженное  влияние 
ХОБЛ на качество жизни пациента и частые обо-
стрения. 

Результаты исследования демонстрируют, что 
на  основе  анализа  уровня  секреции  цитокинов, 
играющих ключевую роль в организации воспа-
лительного  процесса,  и  экспрессии  рецепторов 
можно определить степень активности основных 
эффекторных  T-клеток  и  фенотип  воспаления. 
Это  позволит  спрогнозировать  течение  хрони-
ческого  заболевания,  исход  воспаления  и  опре-
делить  назначение  адекватной  терапии  c  целью 
предотвращения  прогрессирования  главных 
морфологических  составляющих  ХОБЛ  –  фи-
броза, эмфиземы и ремоделирования легких.
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ВЛИЯНИЕ ЦИКЛОФЕРОНА НА КЛЕТОЧНУЮ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ К ИНТЕРФЕРОНУ-α2 IN VITRO 
У БОЛЬНЫХ ИНФЕКЦИОННЫМ МОНОНУКЛЕОЗОМ, 
ВЫЗВАННЫМ ВИРУСОМ ЭПШТЕЙНА–БАРР 
Куртасова Л.М.1, 2, Шакина Н.А.2, Шмидт А.Р.2, Иккес Л.А.1

1 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора  

В.Ф. Войно-Ясенецкого» Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
2 КГАУЗ «Красноярский краевой центр профилактики и борьбы со СПИД», г. Красноярск, Россия

Резюме. Цель  исследования  –  изучение  влияния  циклоферона  на  чувствительность  лейкоцитов 
периферической крови к интерферону-α2 in vitro у детей в острый период инфекционного монону-
клеоза, вызванного вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ).

Обследовано 23 ребенка в острый период инфекционного мононуклеоза, вызванного вирусом Эп-
штейна–Барр,  в  возрасте  4-6  лет.  Контрольную  группу  составили  15  здоровых  детей  аналогичного 
возраста. Чувствительность лейкоцитов периферической крови к интерферону-α2 in vitro определяли 
способом Л.М. Куртасовой и соавт. (2007).

Выявлено 4 типа реакций лейкоцитов периферической крови к интерферону-α2 in vitro на индук-
цию циклофероном у здоровых детей и больных инфекционным мононуклеозом, вызванным виру-
сом  Эпштейна–Барр.  Обнаружены  различия  в  частоте  встречаемости,  выявленных  типов  реакций 
у больных ВЭБ-инфекцией по сравнению с группой здоровых детей.

В группе детей с ВЭБ-инфекцией отсутствует выявляемая у здоровых детей закономерность изме-
нений чувствительности лейкоцитов периферической крови к интерферону-α2 in vitro после индук-
ции циклофероном в зависимости от дозы препарата.

Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр, инфекционный мононуклеоз, лейкоциты, чувствительность, интерферон-альфа, 
циклоферон
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INFLUENCE OF CYCLOFERON ON THE CELLULAR 
SUSCEPTIBILITY TO INTERFERON-α2 IN VITRO IN PATIENTS 
WITH INFECTIOUS MONONUCLEOSIS CAUSED BY EPSTEIN–
BARR VIRUS 
Kurtasova L.M.a, b, Shakina N.A.b, Smidt A.R.b, Ikkes L.A.a
a V. Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation 
b Krasnoyarsk Regional Center for Prevention and Control of AIDS, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Our aim was to study the effect of cycloferon on in vitro susceptibility of peripheral blood leukocytes 
to interferon-α2 in children with infectious mononucleosis in acute phase caused by Epstein-Barr virus (EBV). 

Materials  and  methods  were  as  follows:  the  study  included  23  children  4  to  6  years  of  age  admitted  in 
acute period of infectious mononucleosis. The control group consisted of 15 healthy children of the same age 
group. In vitro susceptibility of peripheral blood leukocytes to interferon-α2 was determined by the method of 
L.M. Kurtasova (2007). 

Four types of in vitro response of peripheral blood leukocytes to interferon-α2 upon induction by cycloferon 
have  been  revealed  in  both  healthy  children  and  patients  with  EBV-positive  infectious  mononucleosis. 
Differences  in  occurrence  rates  of  these  4  types  of  reactions  have  been  found  among  patients  with  EBV-
infection, in comparison with the group of healthy children. 

There was no regular dose-dependent changes in susceptibility of peripheral blood leukocytes to interferon-α2 
in vitro after cycloferon induction in the group of children with EBV-infection. depending on the dose, which 
have been revealed in healthy children.

Keywords: Epstein–Barr virus, infectious mononucleosis, leukocytes, susceptibility, interferon-alfa, cycloferon

Введение
Вирус  Эпштейна–Барр  (ВЭБ)  имеет  широ-

кое  распространение,  обладает  способностью 
к  персистенции  и  латенции  в  организме  чело-
века.  В  последние  годы  наблюдается  повыше-
ние  частоты  ВЭБ-инфекции  как  среди  взросло-
го, так и детского населения [2, 4, 10]. При этом 
одной  из  наиболее  частых  клинических  форм 
ВЭБ-инфекции  у  детей  является  инфекцион-
ный  мононуклеоз.  Учитывая,  что  в  настоящее 
время  инфекционный  мононуклеоз  относится 
к  болезням  иммунной  системы,  целесообраз-
ность  использования  иммунотропных  препара-
тов в лечении данного заболевания не подлежит 
сомнению [7, 8].

Интерфероны  (IFN)  являются  постоянным 
и  естественным  компонентом  против  вирусной 
защиты.  Они,  прежде  всего,  подавляют  ранние 
реакции репликационного цикла вирусов, такие 
как  прикрепление,  пенетрация  и  «раздевание». 
При этом IFN являются цитокинами с широким 
спектром действия. Наиболее вероятно действие 
IFN в фазу раннего иммунного ответа [1, 3].

Образуясь на ранней стадии вирусной инфек-
ции,  IFN  стимулируют  выработку  антивирус-
ных белков в интактных клетках, создавая в них 
так  называемое  антивирусное  состояние.  Кро-

ме  того,  IFN  усиливают  функцию  макрофагов 
и  естественных  киллеров,  а  также  цитотоксиче-
ских  Т-лимфоцитов,  в  результате  разрушаются 
вирус-индуцированные клетки [1, 3, 5].

Для  проявления  биологических  эффектов 
IFN  необходимо  связывание  их  со  специфи-
ческими  рецепторами  на  поверхности  клеток 
макроорганизма  и  запуском  сложного  каскада 
межклеточных  взаимодействий,  приводящих 
к  IFN-обусловленной  экспрессии  многочислен-
ных  генных  продуктов  и  маркеров  [5].  Разные 
клетки экспрессируют неодинаковое количество 
интерфероновых  рецепторов,  чем,  в  частности, 
определяется  чувствительность  клеток  к  дей-
ствию  IFN.  Необходимо  отметить,  что  для  реа-
лизации  действия  IFN  на  клетках  должна  быть 
экспрессия достаточного количества специфиче-
ских рецепторов к IFN. 

Циклоферон – низкомолекулярный индуктор 
эндогенного интерферона, относящийся к клас-
су акридонов, индуцирует синтез раннего альфа-
интерферона [3].

В  связи  с  вышеизложенным  целью исследо-
вания  явилось  изучение  влияния  циклоферона 
на  чувствительность  лейкоцитов  перифериче-
ской  крови  к  интерферону-α2  у  детей  в  острый 
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период  инфекционного  мононуклеоза,  вызван-
ного вирусом Эпштейна–Барр.

Материалы и методы
Проведено  открытое  клиническое  исследо-

вание. Обследовано 23 ребенка в острый период 
инфекционного  мононуклеоза,  вызванного  ви-
русом  Эпштейна–Барр,  в  возрасте  4-6  лет.  Ис-
следование проводилось на базе инфекционного 
стационара  Краевого  государственного  бюджет-
ного  учреждения  здравоохранения  «Краснояр-
ская межрайонная детская клиническая больни-
ца № 1» и КГАУЗ «Краевой центр профилактики 
и борьбы со СПИД». Контрольную группу соста-
вили 15 здоровых детей аналогичного возраста. 

Диагноз  инфекционного  мононуклеоза,  вы-
званного  вирусом  Эпштейна–Барр,  верифици-
ровали  методом  ПЦР  с  применением  набора 
реагентов для выделения ДНК ВЭБ в лимфоци-
тах  крови  фирмы  «ДНК-технологии»  (Москва) 
и  методом  ИФА  с  использованием  тест-систем 
фирмы Human (Германия) определяли IgM VCA, 
IgG  EA-Д,  IgG  EBNA-1  в  сыворотке  крови.  Все 
больные  дети  в  острую  фазу  заболевания  имели 
положительный результат на ДНК ВЭБ в лимфо-
цитах  крови  и  серологические  маркеры  острой 
ВЭБ-инфекции  (ВЭБ  –  VCA  IgM  [+],  ВЭБ  – 
EA-Д IgG [+]).

Клеточную  чувствительность  к  реаферону 
(интерферон-α2)  in vitro  определяли  способом 
Л.М.  Куртасовой  и  соавт.  [6],  исследуя  хемилю-
минесцентный ответ (ХЛ) лейкоцитов крови без 
воздействия  реаферона  и  при  наличии  разных 
доз  препарата  в  реакционной  среде.  ХЛ-анализ 
проводили по методу de Sole и соавт. [9].

Концентрацию  реаферона  в  пробах  рассчи-
тывали  исходя  из  среднего  количества  лейко-
цитов  в  периферической  крови  ребенка  4-6  лет, 
количество  клеток  в  пробе  и  лечебных  доз  реа-
ферона. Дозы реаферона для расчетов составили 
500 тыс. МЕ, 1 млн МЕ и 1,5 млн МЕ. В пробы 
добавляли  200  мг  циклоферона,  исходя  из  воз-
растной терапевтической дозы препарата.

Статистический  анализ  полученных  данных 
проводили  с  помощью  пакета  прикладных  про-
грамм Statistica 6.0 (StatSoft, Ins., США).

Описательная  статистика  результатов  иссле-
дования  представлена  для  относительных  вели-
чин  в  виде  процентных  долей  и  их  стандартных 
ошибок, для абсолютных – в виде средних ариф-
метических (M) и стандартных отклонений сред-
них (σ).

Результаты и обсуждение
При  исследовании  чувствительности  лейко-

цитов крови in vitro к интерферону-α2 у большин-
ства здоровых детей после индукции циклоферо-

ном  лейкоциты  крови  теряли  чувствительность 
к интерферону-α2 (62,23%).

Известно,  что  под  действием  циклоферона 
увеличивается выработка эндогенного IFN. При 
этом,  когда  продукция  IFN  достигает  максиму-
ма, вступают в действие контрольные механизмы 
его синтеза и наступает фаза так называемой ги-
пореактивности, то есть неспособности отвечать 
выработкой  IFN  в  ответ  на  поступающий  сти-
мул. Логично предположить, что у большинства 
здоровых детей вырабатывается достаточное ко-
личество  эндогенного  IFN  и  в  дополнительной 
стимуляции,  в  частности  циклофероном,  они 
не нуждаются. 

Иную  картину  мы  наблюдаем  в  группе  детей 
с  инфекционным  мононуклеозом,  вызванным 
вирусом Эпштейна–Барр. Только у 28,99% боль-
ных  после  индукции  циклофероном  лейкоциты 
периферической крови теряли чувствительность 
к  реаферону  in vitro,  что  в  2,15  раза  (р  =  0,0051) 
меньше, чем в группе здоровых детей.

Тип  реакции  –  появление  клеточной  чув-
ствительности  к  интерферону-α2,  отсутствую-
щей  до  индукции  циклофероном,  –  отмечался 
с  одинаковой  частотой  в  группе  здоровых  де-
тей  (8,89%)  и  в  группе  детей  с  ВЭБ-инфекцией 
(8,70%). Появление клеточной чувствительности 
к реаферону после индукции циклофероном, ве-
роятно, обусловлено тем, что у этих детей цикло-
ферон не повышает выработку эндогенного IFN, 
а, наоборот, снижает, в связи с чем и появляется 
потребность в экзогенном IFN.

В  группе  здоровых  детей  в  13,33%  случаев, 
как в период до индукции циклофероном, так и 
после,  лейкоциты  крови  имели  клеточную  чув-
ствительность к интерферону-α2.

В  15,55%  случаев  чувствительность  лейкоци-
тов крови к интерферону-α2 in vitro, отсутствую-
щая в период до индукции, не появлялась и после 
индукции циклофероном.

В  группе  больных  ВЭБ-инфекцией  лейкоци-
ты крови приблизительно с одинаковой частотой 
отвечали  на  индукцию  циклофероном  реакция-
ми: наличие чувствительности к интерферону-α2 
in vitro до индукции циклофероном и сохранение 
ее после индукции (30,43%), отсутствие чувстви-
тельности  как  до  индукции,  так  и  после  индук-
ции циклофероном (31,88%).

Результаты изучения чувствительности лейко-
цитов крови к интерферону-α2 in vitro после ин-
дукции циклофероном в зависимости от исследу-
емой дозы препарата представлены на рисунке 1.

Из  приведенных  данных  следует,  что  в  груп-
пе здоровых детей чаще встречался тип реакции, 
когда  после  индукции  циклофероном  чувстви-
тельность  лейкоцитов  крови  к  интерферону-α2 
in vitro исчезала, по сравнению с другими типами 
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Рисунок 1. Изменение чувствительности лейкоцитов крови к интерферону-α2 после индукции циклофероном
Примечание. 1 – сохранение чувствительности; 2 – исчезновение чувствительности; 3 – появление чувствительности;  
4 – отсутствие чувствительности. 
Figure 1. Change in the sensitivity of white blood cells to interferon-α2 after induction by cycloferon
Note. 1, preservation of sensitivity; 2, disappearance of sensitivity; 3, appearance of sensitivity; 4, lack of sensitivity.

реакций (500 тыс. МЕ – 53,33-20,00, р = 0,0582; 
53,33-13,33,  р  =  0,0201;  53,33-13,33,  р  =  0,0201; 
1,0 млн МЕ – 60,00-13,33, р = 0,008; 60,00-6,60, 
р  =  0,001;  60,00-20,00,  р  =  0,025;  1,5  млн  МЕ  – 
46,70-6,60, р = 0,013; 46,70-6,60, р = 0,013; 46,70-
40,00, р = 0,71). В группе детей с ВЭБ-инфекцией 
такой  тип  реакции  чаще  наблюдался  только 
по  сравнению  с  типом,  когда  чувствительность 
к  интерферону-α2  in vitro  до  индукции  цикло-
фероном  отсутствовала  и  появлялась  после  ин-
дукции и только на дозу 500 тыс. МЕ (34,50-8,70, 
р = 0,032).

Следует  отметить,  что  максимальный  удель-
ный вес данного типа реакции в группе здоровых 
детей определялся на дозу 1,0 млн МЕ реаферо-
на и соответствовал 60%, в то время как в группе 
больных  ВЭБ-инфекцией  данным  типом  реак-
ции на дозу 1,0 млн МЕ реаферона отвечало наи-

меньшее  количество  наблюдаемых  детей  (60,0-
21,7%, р = 0,016).

В  группе  здоровых  детей  прослеживается 
определенная  направленность  изменений  кле-
точной  чувствительности  лейкоцитов  крови 
к интерферону-α2 in vitro после индукции цикло-
фероном в зависимости от исследуемой дозы пре-
парата. С увеличением дозы препарата снижается 
частота встречаемости таких типов реакции лей-
коцитов  крови,  как  сохранение  клеточной  чув-
ствительности  после  индукции  циклофероном 
и появление клеточной чувствительности, отсут-
ствующей  до  индукции  циклофероном  (рис.  1). 
При этом частота реакции – отсутствие чувстви-
тельности к препарату до индукции циклоферо-
ном  и  после  индукции  –  имела  противополож-
ную направленность, повышалась с увеличением 
дозы препарата (рис. 1).
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В группе детей с ВЭБ-инфекцией такой зави-
симости не наблюдалось (рис. 1).

В  группе  больных  инфекционным  монону-
клеозом,  вызванным  вирусом  Эпштейна–Барр, 
реже  встречался  тип  реакции,  когда  клеточная 
чувствительность  к  интерферону-α2  in vitro  от-
сутствовала до индукции циклофероном и появ-
лялась после индукции по сравнению с другими 
типами реакции. 

Так,  на  дозу  500  тыс.  МЕ  реаферона  данный 
тип  клеточной  реакции  появлялся  в  3,97  раза 
(р  =  0,032)  реже  относительно  реакции  –  нали-
чие  чувствительности  до  индукции  циклофе-
роном  и  исчезновение  чувствительности  после 
индукции циклофероном, в 2,49 раза (р = 0,035) 
реже по сравнению с частотой реакции – нали-
чие чувствительности к препарату как до индук-
ции  циклофероном,  так  и  после  индукции  и  в 
3,94 раза  (р = 0,030) реже по сравнению с реак-
цией  –  отсутствие  клеточной  чувствительности 
до  индукции  и  после  индукции  циклофероном. 
Необходимо  отметить,  что  на  дозу  1,0  млн  МЕ 
реаферона такой тип реакции лейкоцитов крови 
на  индукции  циклоферона  вообще  отсутствовал 
(рис.  1).  Анализ  распределения  частоты  типов 
клеточной реакции лейкоцитов крови после ин-
дукции циклофероном на дозу 1,5 млн МЕ пре-
парата  показал  однонаправленность  изменений 
с дозой 500 тыс. МЕ (в 1,74 раза, 1,25 раза и 1,74 
раза встречался реже соответственно). При этом 
различия не имели статистической значимости.

Таким образом, изучение клеточной чувстви-
тельности in vitro к интерферону-α2 после индук-
ции циклофероном в группе здоровых детей и в 
группе больных инфекционным мононуклеозом, 
вызванным  вирусом  Эпштейна–Барр,  выявило 
четыре  типа  реакции  лейкоцитов  крови:  «поте-
рю» чувствительности после индукции циклофе-
роном, сохранение чувствительности, появление 
чувствительности,  отсутствующей  до  индукции, 
и отсутствие чувствительности как до индукции, 
так и после индукции циклофероном.

Сравнительный анализ показал, что тип реак-
ции  –  появление  чувствительности  лейкоцитов 
крови к интерферону-α2 после индукции цикло-
фероном – с одинаковой частотой определяется 
у  здоровых  детей  и  у  больных  ВЭБ-инфекцией 

и регистрируется значительно реже относительно 
других выявляемых типов реакций.

В  то  же  время  у  здоровых  детей  наибольший 
удельный  вес  среди  всех  выявленных  типов  ре-
акций  лейкоцитов  крови  к  интерферону-α2  in 
vitro  после  индукции  циклофероном  составля-
ет  реакция  «„потеря“  чувствительности»  после 
индукции  (62,23%).  У  больных  ВЭБ-инфекцией 
приблизительно  с  равной  частотой  встречаются 
большинство типов выявленных после индукции 
циклофероном  реакций  («потеря»  чувствитель-
ности – 28,99%; сохранение чувствительности – 
30,43%;  отсутствие  чувствительности  как  до 
индукции, так и после – 31,88%), исключение со-
ставляет реакция – появление чувствительности 
после индукции циклофероном (8,7%). 

Заключение
Результаты  проведенного  исследования  по-

зволили  установить  четыре  типа  реакции  лей-
коцитов  крови  к  интерферону-α2  in vitro  после 
индукции  циклофероном  у  больных  в  острый 
период  инфекционного  мононуклеоза,  вызван-
ного  вирусом  Эпштейна–Барр.  Отмечены  осо-
бенности  распределения  частоты  встречаемости 
выявленных  типов  реакций  лейкоцитов  крови 
к интерферону in vitro после индукции циклофе-
роном у больных ВЭБ-инфекцией по сравнению 
с группой здоровых детей.

У детей с ВЭБ-инфекцией отсутствует харак-
терная  для  здоровых  детей  закономерность  из-
менений  чувствительности  лейкоцитов  крови 
к интерферону-α2 in vitro после индукции цикло-
фероном в зависимости от дозы препарата.

Необходимо  отметить,  что  определенными 
ограничениями  нашего  исследования  являются 
относительно  небольшое  число  обследованных 
больных ВЭБ-инфекцией (n = 23) и только одна 
наблюдаемая  возрастная  группа  детей.  Кроме 
того, представляется интересным проанализиро-
вать клеточную чувствительность к интерферону 
после  индукции  циклофероном  в  динамике  за-
болевания  и  в  зависимости  от  тяжести  болезни. 
Дальнейшие проспективные исследования в дан-
ном направлении позволят более полно оценить 
клиническую  значимость  определения  клеточ-
ной чувствительности к интерферону у больных 
ВЭБ-инфекцией.
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РАСТВОРИМЫЕ МОЛЕКУЛЫ АДГЕЗИИ У ДЕТЕЙ 
С АТИПИЧНЫМ ГЕМОЛИТИКО-УРЕМИЧЕСКИМ 
СИНДРОМОМ
Панкратенко Т.Е., Москалец О.В., Абасеева Т.Ю.
ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт 
имени М.Ф. Владимирского», Москва, Россия

Резюме.  Атипичный  гемолитико-уремический  синдром  (аГУС)  относится  к  редким  тяжелым 
жизнеугрожающим формам тромботических микроангиопатий. Считается, что аГУС, прежде всего, 
обусловлен  нарушением  регуляции  функциональной  активности  системы  комплемента  вследствие 
мутаций или реаранжировки генов различных компонентов комплемента или факторов-регуляторов 
комплемента, а также продукции аутоантител к этим факторам. В результате этого на поверхности 
эндотелиальных клеток происходит неконтролируемая активация комплемента по альтернативному 
пути, а затем развивается эндотелиальная дисфункция, микротромбоз и повреждение внутренних ор-
ганов, особенно почек. Во многих исследованиях было показано, что биомаркеры эндотелиальной 
активации/дисфункции, в том числе молекула межклеточной адгезии 1 типа (ICAM-1) и молекула ад-
гезии сосудистого эндотелия 1-го типа (VCAM-1), ассоциируются со степенью тяжести заболевания 
и могут являться прогностическими маркерами для осложнений и исходов при разных патологиях. 
При  аГУС  тоже  отмечено  повышение  уровня  этих  биомаркеров.  До  последнего  времени  аГУС  ха-
рактеризовался неблагоприятными исходами: высокая смертность в острый период, а в дальнейшем 
у 2/3 больных развивалась терминальная стадия почечной недостаточности. Понимание роли дезре-
гуляции системы комплемента в его патогенезе кардинальнo изменило подходы к лечению. Экули-
зумаб  (гуманизированные  моноклональные  антитела  к  С5-компоненту)  ингибирует  терминальные 
этапы  активации  комплемента,  его  появление  привело  к  революционному  перевороту  в  терапии 
и  улучшило  прогноз  при  аГУС.  У  больных,  получавших  экулизумаб,  отмечалось  выраженное  сни-
жение С3-компонента. Но вопрос о продолжительности таргетной терапии в фазу ремиссии до сих 
пор  остается  неясным.  Цель  исследования  –  оценить  содержание  С3-компонента  комплемента, 
sICAM-1,  sVCAM-1 в сыворотке крови у детей с атипичным ГУС в период ремиссии, получающих 
и не получающих поддерживающую терапию экулизумабом. Уровень С3, sICAM-1 и sVCAM -1 в сы-
вортке крови определяли у 25 детей в ремиссии аГУС (14 из них получали экулизумаб, 15 не полу-
чали). Контрольную группу составили 17 детей с типичным ГУС в анамнезе. Во всех группах уровни 
sICAM-1  и  sVCAM-1  соответствовали  возрастным  нормам.  У  детей,  получавших  экулизумаб,  уро-
вень С3 был ниже (99±20 мг/л против 112±15 мг/л и 123±40 мг/л соответственно), а sICAM-1 выше 
(483±103 нг/ мл против 343±50 нг/ мл и 401±91 нг/мл соответственно), чем в других группах (p < 0,05). 
Уровень  sVCAM-1  между  группами  не  различался.  Таким  образом,  в  группе  детей,  не  получавших 
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экулизумаб,  признаков  субклинической  активации  комплемента  или  эндотелиальной  дисфункции 
не выявлено. Нормальный уровень С3, sICAM-1, sVCAM-1 в сыворотке крови свидетельствует о воз-
можности полного восстановления нормального состояния эндотелия при аГУС, которое сохраня-
ется и после прекращения таргетной терапии. Наши результаты указывают, что мониторинг уровня 
С3-компонетна комплемента и молекул адгезии sICAM-1и sVCAM-1 целесообразен для определения 
дальнейшей тактики ведения таких больных и прогнозирования обострений.

Ключевые слова: атипичный гемолитико-уремический синдром, дети, растворимые молекулы адгезии, комплемент, 
экулизумаб, ремиссия

SOLUBLE ADHESION MOLECULES IN CHILDREN WITH 
HEMOLYTIC UREMIC SYNDROME
Pankratenko T.E., Moskalets O.V., Abaseeva T.Yu.
M. Vladimirsky Regional Research Clinical Institute, Moscow, Russian Federation

Abstract. Atypical hemolytic uremic syndrom (aHUS) is a rare severe life-threatening form of thrombotic 
microangiopathy. aHUS is thought to be primarily mediated by dysfunctional complement regulation, due 
to mutations or genetic  rearrangement of  the complement components, or  regulatory  factors, as well  as 
autoantibody production to the complement factors. These alterations promote uncontrolled complement 
activation by the alternative pathway on the surface of endothelial cells, followed by endothelial dysfunction, 
microthrombosis and organ damage, especially, renal pathology. Many studies showed that the biomarkers 
of  endothelial  activation/dysfunction  including  intercellular  adhesion  molecule  type  1  (ICAM-1)  and 
vascular cell adhesion molecule  type 1 (VCAM-1) were associated with severe disease and could predict 
complications and clinical outcomes in different disorders. Increase of these biomarkers was observed in 
aHUS as well. Until recently, aHUS resulted in unfavorable outcomes, with high death rates in acute phase, 
and up  to 2/3 patients progressed  to  the end-stage  renal  failure. Understanding  the  role of complement 
dysregulation  in  aHUS  pathogenesis  has  led  to  major  changes  in  therapeutic  approaches.  Eculizumab 
(a  humanized  anti-C5  monoclonal  antibody)  inhibits  the  terminal  complement  pathway.  This  drug  has 
revolutionized treatment and improved prognosis in aHUS. Those patients who received eculizumab have 
shown sharp decreae in the C3 levels. However, the questions concerning duration of targeted therapy in 
remission still remains unclear.

The aim of the present study was to evaluate serum С3, sICAM-1, sVCAM-1 levels in the children with 
aHUS remission supported by eculizumab maintenance treatment, or without  it. Serum C3, sICAM-1 and 
sVCAM-1  levels  were  determined  in  25  children  with  aHUS  (14  treated  with  eculizumab  and  15,  without 
eculizumab). A control group included 17 children with a history of typical HUS. Serum levels of C3, sICAM-1 
and sVCAM-1 were within normal age ranges in all the groups. The children treated with eculizumab showed 
decreased C3 levels (99±20 mg/l vs 112±15 mg/l, and 123±40 mg/l, respectively), and increased sICAM-1 
levels (483±103 ng/ ml vs 343±50 ng/ml and 401±91 ng/ml, respectively) compared to other groups (p < 0.05). 
No differences  in sVCAM-1  levels were revealed  in  the groups. Hence, no signs of  subclinical complement 
activation  or  endothelial  disfunction  were  revealed  in  the  group  free  of  eculizumab  therapy.  Normal  C3, 
sICAM-1 and  sVCAM-1  levels  in blood  indicate  that normal endothelial  state could be  restored  in aHUS, 
and  this  condition  is  maintained  after  discontinuation  of  the  targeted  therapy.  Our  results  suggest  that  C3, 
sICAM-1 and sVCAM-1 monitoring may be useful for further management of these patients and for prediction 
of relapses. 

Keywords: atypical hemolytic uremic syndrome, children, soluble adhesion molecules, complement, eculizumab, remission

Введение
Гемолитико-уремический  синдром  (ГУС)  – 

это гетерогенная группа редких, но тяжело про-
текающих  заболеваний,  в  основе  которых  ле-
жат  тромботические  микроангиопатии  (ТМА) 
и  выраженные  повреждения  эндотелиальных 

клеток.  Выделяют  типичный,  или  диарея-ассо-

циированный, ГУС (тГУС), главная роль в раз-

витии  которого  принадлежит  шига-токсину, 

который  продуцируют  определенные  штаммы 

E. coli и Sh. dysenteriae, и атипичный ГУС (ком-

племент-ассоциированный)  (аГУС),  в  боль-
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шинстве случаев связанный с генетически обу-
словленным  и/или  приобретенным  дефицитом 
факторов-регуляторов  системы  комплемента 
(мутации или реаранжировка генов, продукция 
аутоантител).  Неконтролируемая  активация 
комплемента  по  альтернативному  пути  на  по-
верхности эндотелиальных клеток, обусловлен-
ная воздействием различных триггеров (инфек-
ции, вакцинации, операции, травмы), приводит 
к повреждению эндотелия, развитию ТМА раз-
личных  органов  и  тканей,  преимущественно 
в сосудах почек [6, 8]. 

Как известно, активация эндотелия, сменяю-
щаяся  его  дисфункцией,  играет  ключевую  роль 
в  патогенезе  многих  заболеваний.  Диагностиче-
ская  и  прогностическая  ценность  биомаркеров 
активации  эндотелия,  в  том  числе  молекул  кле-
точной адгезии, изучалась при разной патологии: 
сепсис, малярия, лихорадка денге, ишемическая 
болезнь  сердца,  ревматоидный  артрит,  рассеян-
ный склероз и др. [1, 2, 10, 11]. Ранее мы выявили, 
что у детей с тГУС в остром периоде содержание 
sICAM-1  было  достоверно  ниже,  а  sVCAM-1  – 
достоверно выше, чем у детей с тГУС в анамне-
зе [3]. В зарубежной литературе сообщается, что 
эти биомаркеры повышены и при аГУС [6].

До последнего времени прогноз при аГУС был 
плохой: в течение 2-3 лет с момента дебюта у двух 
третей  больных  развивалась  терминальная  ста-
дия  почечной  недостаточности  [8].  Сейчас  при-
менение  таргетной  терапии  экулизумабом  (мо-
ноклональными  антителами  к  С5-компоненту 
комплемента)  позволяет  в  подавляющем  боль-
шинстве  случаев  достичь  гематологической  ре-
миссии и восстановить почечную функцию [5, 7, 
9, 11]. Отмечено, что при лечении экулизумабом 
в сыворотке крови еще снижается и содержание 
ряда  маркеров  воспаления  и  эндотелиального 
повреждения,  хотя  показатели  остаются  более 
высокими, чем у практически здоровых лиц, что 
свидетельствует  о  сохранении  субклинической 
активации  комплемента  по  альтернативному 
пути  [6,  7].  После  прекращения  таргетной  тера-
пии  даже  на  фоне  гематологической  ремиссии 
аГУС можно обнаружить повышение уровня этих 
маркеров,  в  частности  sVCAM-1  [6],  что  насто-
раживает  в  отношении  возможности  прогрес-
сирования поражения почек. С другой стороны, 
учитывая  высокую  стоимость  таргетной  тера-
пии, вопрос о возможности отмены экулизумаба 
у больных с аГУС в фазу ремиссии остается более 
чем актуальным [9, 12, 13]. 

Мы  посчитали  целесообразным  провести 
исследование  содержания  в  сыворотке  крови 

больных  в  ремиссии  аГУС  С3-компонента  ком-
племента,  sICAM-1  и  sVCAM-1  для  выявления 
признаков  субклинической  активации/повреж-
дения  эндотелия  и  активации  комплемента, 
а  также  для  оптимизации  дальнейшей  тактики 
лечения. 

Материалы и методы
Обследовано  25  детей  в  клинической  ремис-

сии аГУС (14 – на терапии экулизумабом [груп-
па  1],  11  –  без  таргетной  терапии  [группа  2], 
группу сравнения составили 17 детей – реконва-
лесцентов тГУС [группа 3]).

Определение  концентрации  C3-компонента 
комплемента,  sICAM-1,  sVCAM-1  проводи-
ли  методом  твердофазного  иммунофермент-
ного  анализа  с  использованием  тест-систем 
Assay Pro (CША) и Bender Medsystem (Австрия). 
Кроме  этого,  в  соответствии  со  стандартами 
обследования,  определяли  содержание  гемо-
глобина,  лейкоцитов,  тромбоцитов,  ЛДГ,  креа-
тинина,  среднюю  скорость  клубочковой  филь-
трации по формуле Шварца (рСКФ). Обработку 
результатов проводили с помощью стандартного 
пакета  программ  прикладного  статистического 
анализа Statistica 7.0 (Statsoft, CША). Для харак-
теристики количественных показателей в группе 
рассчитывалась средняя величина и стандартное 
отклонение  (M±σ).  C  учетом  небольшого  числа 
наблюдений и отличного от нормального распре-
деления данных, для выявления различий между 
группами использовали критерий Манна–Уитни 
для  независимых  переменных.  Различия  счита-
лись достоверными при вероятности безошибоч-
ного суждения p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Характеристика  пациентов  представлена 

в  таблице  1.  Дети-реконвалесценты  тГУС  были 
несколько  моложе.  Длительность  ремиссии 
у больных с аГУС и срок после острого периода 
тГУС достоверно не различались. На момент об-
следования ни у кого не было признаков актив-
ной  ТМА  или  воспаления.  В  активной  стадии 
аГУС в диализе нуждались 9/14 (64%) пациентов 
1-й  группы  и  4/11  (36%)  пациентов  2-й  группы 
(р  <  0,05).  У  5-ти  (36%)  детей  с  аГУС  1-й  груп-
пы таргетная терапия была назначена в поздние 
сроки  (более  1  мес.)  от  начала  заболевания,  и  у 
них развилась хроническая болезнь почек (ХБП) 
3 стадии. У детей 2-й группы ХБП 3 ст. отмечена 
только  у  одного  ребенка,  у  всех  детей-реконва-
лесцентов тГУС функции почек были сохранны. 
Соответственно,  средняя  скорость  клубочковой 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДЕТЕЙ-РЕКОНВАЛЕСЦЕНТОВ ГУС 
TABLE 1. CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF CHILDREN-RECONVALECENTS OF HUS

Показатель
Characteristic

Группа 1 
Group 1
(n = 14)

Группа 2 
Group 2
(n = 11)

Группа 3 
Group 3
(n = 17)

Возраст, лет
Age, years 7,2±5,2 6,75±4,0 3,25±1,75

Длительность ремиссии, мес.
Remission period, months 22±20 22±12 20±23

Гемоглобин, г/л
Hemoglobin, g/l 128±14 129±16 128±14

Тромбоциты, × 109/л
Platelets, × 109/l 310±123 309±84 331±68

Лейкоциты, × 109/л
Leucocytes, × 109/l 7,6±2,5 6,5±1,3 8,5±3,2

ЛДГ, % от верхней границы 
нормы
LDG, % from upper normal limits

96±27 98±19 103±21

Креатинин сыворотки, ммоль/л 
Serum creatinine, mmol/l 89±53* 54±26 52±18

рСКФ, мл/мин
eGFR, ml/min 84±34# 122±35 107±27

Примечание. * – различия с другими группами достоверны, р < 0,05; # – различие с группой 2 достоверно, 
р < 0,05.

Note. *, differences between groups are significant, p < 0.05; #, difference with group 2 is significant, p < 0.05.

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ С3-КОМПОНЕНТА КОМПЛЕМЕНТА, sICAM-1, sVCAM-1 У ДЕТЕЙ С ГУС В ФАЗУ РЕМИССИИ

TABLE 2. C3 FRACTION COMPLEMENT, sICAM-1, sVCAM-1 LEVELS IN CHILDREN WITH REMISSION OF HUS 

Референсные значения
Reference values

Группа 1
Group 1
(n = 14)

Группа 2
Group 2
(n = 11)

Группа 3
Group 3
(n = 17)

С3 (90-180 мг/л)
С3 (90-180 mg/l) 99±20* 112±15 123±40

sICAM-1
(206,8-486,8) нг/мл
sICAM-1
(206,8-486,8 ng/ml)

483±103* 343±50 401±91

sVCAM-1
(359,6-822,0) пг/мл
sVCAM-1
(359,6-822,0) pg/ml

509±221 439±132 407±141

Примечание. * – различия с другими группами достоверны, р < 0,05.

Note. *, differences between groups are significant, p < 0.05.

фильтрации  (рСКФ)  в  этой  группе  была  ниже, 
чем в двух других.

Результаты  сравнения  содержания  sICAM-1, 
sVCAM-1  и  С3-компонента  комплемента  в  ис-
следуемых  группах  представлены  в  таблице  2. 
У  детей  c  аГУС  на  терапии  экулизумабом  уро-
вень С3 был ниже, а sICAM-1 выше, чем в других 

группах, хотя в целом они соответствовали нор-
мальным значениям у детей данного возраста [4]. 
Уровень  sVCAM-1  не  различался  между  группа-
ми и в целом тоже оставался в пределах нормы. 
Как  видно  из  приведенных  данных,  в  группе 
пациентов с аГУС, не получавших терапию эку-
лизумабом,  мы  не  выявили  достоверных  при-
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знаков  субклинической  активации  комплемен-
та  и  повреждения  эндотелия.  Следует  отметить, 
что  в  группе  больных  на  терапии  экулизумабом 
уровень  С3-компонента  комплемента  был  не-
сколько  ниже,  что  может  быть  обусловлено  его 
избыточным  потреблением  вследствие  актива-
ции  по  альтернативному  пути.  Вероятно,  это 
связано  с  изначально  более  тяжелым  генетиче-
ским дефектом регуляторов комплемента в этой 
группе  пациентов  (что  привело  к  более  тяжело-
му течению заболевания, развитию хронической 
болезни  почек,  необходимостью  применения 
экулизумаба  для  достижения  и  сохранения  ре-
миссии).  Теоретически  экулизумаб,  ингибируя 
образование  мембрано-атакующего  комплекса 
(С5-С9), не должен влиять на первые этапы аль-
тернативного  пути  активации  комплемента  и, 
соответственно, на потребление С3-компонента. 
Некоторое  повышение  sICAM-1  в  этой  груп-

пе  пациентов,  возможно,  связано  с  активацией 
шеддинга  и/или  уменьшением  его  потребления 
в условиях полной блокады функции терминаль-
ных компонентов системы комплемента.

Заключение
Таким  образом,  нормальный  уровень  С3-

ком понента  комплемента  и  молекул  адгезии 
sICAM-1  и  sVCAM-1  в  сыворотке  крови  детей 
в  ремиссии  аГУС,  не  получающих  поддержива-
ющую  терапию  экулизумабом,  свидетельствует 
о  возможности  полного  восстановления  нор-
мального  состоя ния  эндотелия  при  аГУС,  кото-
рое сохраняется и после прекращения таргетной 
терапии. Мониторинг данных показателей у это-
го  контингента  больных  можно  использовать 
для оптимизации тактики лечения и прогнозиро-
вания возможного рецидива.
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ВЛИЯНИЕ ПРЕДОПЕРАЦИОННОЙ ПОДГОТОВКИ 
УГЛЕВОДАМИ НА МЕТАБОЛИЧЕСКИЙ, ИММУННЫЙ 
И ЦИТОКИНОВЫЙ СТАТУСЫ ПАЦИЕНТОВ ПРИ 
ПРОВЕДЕНИИ РЕКОНСТРУКТИВНЫХ ОПЕРАЦИЙ 
НА ПИЩЕВОДЕ
Тарасова И.А.1, Инвияева Е.В.2, Бунятян К.А.2, Цховребов А.Т.2, 
Никода В.В.2, Шестаков А.Л.2
1 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Российский центр хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия

Резюме.  Цель  –  изучение  влияния  предоперационной  подготовки  углеводами  на  выраженность 
метаболических, иммунных и воспалительных реакций при проведении обширных реконструктив-
ных вмешательств на пищеводе. 

В  2014-2017  гг.  в  отделении  хирургическом  I  проведено  проспективное  рандомизированное  ис-
следование роли преднагрузки углеводами в модуляции выраженности операционного стресс-ответа 
у пациентов после обширных торакоабдоминальных операций (торакоскопическая и открытая эзо-
фагэктомия, загрудинная пластика пищевода) в сочетании с протоколом программы ускоренного вы-
здоровления. 30 пациентов путем рандомизации были распределены на 2 группы: пациенты группы 
А (n = 16) получали преднагрузку углеводами в виде 12,5% раствора мальтодекстрина per os или энте-
рально. У пациентов с дисфагией преднагрузка проводилась внутривенным введением 12,5% раство-
ра глюкозы в эквивалентных объемах. Пациентам группы В (n = 14) преднагрузка углеводами не про-
водилась. Группы не отличались по полу, возрасту, типам операций и заболеваний. Уровень глюкозы, 
инсулина с расчетом индекса инсулинорезистентности (HOMA-IR) были измерены до и в 1-е сутки 
после операции, уровень интерлейкинов (IL-6, IL-10, IL-8) и индекса IL-8/IL-10 – до операции, в 1-е 
и 5-е сутки после операции. Показатели иммунного статуса были оценены до операции и в 5-е сутки 
после операции. 

Стрессовая гипергликемия (> 7,8 ммоль/л) значимо чаще встречалась у пациентов группы В (50%), 
чем в группе А (6%), p = 0,012. Инсулинорезистентность, измеренная HOMA-IR, в группе В отмеча-
лась у 71% пациентов и у только 25% в группе A, p = 0,027. При индивидуальном анализе иммунного 
статуса зарегистрирована более выраженная тенденция к восстановлению показателей к 5-м суткам 
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после операции среди пациентов группе А. Послеоперационный уровень IL-6 и IL-10 в 1-е и 5-е по-
слеоперационные  сутки  также  был  ниже  у  пациентов  в  группе  А.  Частота  послеоперационных  ос-
ложнений  и  длительность  госпитализации  были  одинаковыми  в  обеих  группах.  При  этом  частота 
развития нагноения послеоперационной раны в группе А была ниже, чем в группе В (6 и 43% соот-
ветственно), p = 0,03. 

Выводы:  при  комплексном  изучении  хирургического  стресс-ответа,  как  совокупности  метабо-
лических,  иммунных  и  воспалительных  реакций  при  проведении  обширных  реконструктивных 
вмешательств  на  пищеводе,  применение  предоперационной  подготовки  углеводами  способствует 
снижению частоты развития послеоперационной ИР и стрессовой гипергликемии, сопровождается 
меньшим выбросом провоспалительных цитокинов и оказывает положительное модулирующее вли-
яние на функцию иммунной системы.

Ключевые слова: торакоабдоминальные вмешательства, пластика пищевода, хирургический стресс, цитокины, иммунный 
статус, инсулинорезистентность, метаболическая подготовка углеводами

THE INFLUENCE OF THE PREOPERATIVE PRELOAD 
WITH CARBOHYDRATES UPON METABOLIC, IMMUNE 
AND CYTOKINE STATUSES AFTER RECONSTRUCTIVE 
ESOPHAGEAL SURGICAL INTERVENTIONS
Tarasova I.A.a, Inviyaeva E.V.b, Bunyatyan K.A.b, Tskhovrebov A.T.b, 
Nikoda V.V.b, Shestakov A.L.b
a I. Sechenov First State Medical University, Moscow, Russian Federation  
b B. Petrovsky National Research Center of Surgery, Moscow, Russian Federation

Abstract. The aim of this prospective randomized clinical study was to investigate the role of preoperative 
carbohydrate admnistration in surgery-induced metabolic, immune and inflammatory reactions after thoraco-
abdominal operations. At the Surgical department I (B.V. Petrovsky National Research Center of Surgery), 
we investigated a modulatory role of carbohydrate preload upon surgical stress observed after major thoraco-
abdominal operations (thoracoscopic and open esophagectomy, retrosternal colonic esophagoplasty) followed 
by the enhanced recovery protocol. The study was performed in 2014-2017, it included 30 patients, divided 
into 2 groups. Group A patients (n = 16) received carbohydrates preload (12.5% maltodextrin solution per os 
or enterally). In patients with dysphagia, the 12.5% dextrose solution was used intravenously in equal volumes. 
Group B patients didn’t receive any additional preload with carbohydrates. The groups were age- and gender-
matched,  similar  for  disease  and  surgery  types.  Glucose  and  insulin  levels  (with  HOMA  insulin  resistance 
index, HOMA-IR) were measured before surgery and on day +1, interleukin levels (IL-6, IL-10, IL-8) and 
index IL-8/IL-10 were assessed before surgery, and on days +1 and +5 after surgery. Cell-mediated immunity 
was investigated before surgery and on day +5. 

The stress-induced hyperglycemia (> 7.8 mmol/L) was detected more frequently in group B (50%), than in 
group A (6%), p = 0.012. Insulin resistance measured by HOMA-IR in group B was detected in 71% of patients 
and in 25% patients of group A only, p = 0.027. Individual analysis of immune response demonstrated that a 
trend for immune recovery was detected by the day +5 post-op in the group A. Postoperative levels of IL-6 and 
IL-10 were lower on day +1 and +5 in group A. Morbidity rates and the terms of hospitalization were similar 
in both groups. Local postsurgical infections in group A were developed in 6% of the patients vs 35.6% in group 
B (p = 0.072). 

In  conclusion,  a  complex  study  of  surgical  stress,  i.e.,  metabolic,  immune  and  inflammatory  reactions 
after  esophageal  surgery  has  shown  that  the  carbohydrate  preload  decreased  the  incidence  of  postoperative 
insulin resistance and stress-induced hyperglycemia, being accompanied by lower release of proinflammatory 
cytokines and provides positive effects upon the patient’s immune system.

Keywords: thoracoabdominal surgery, esophagoplasty, surgical stress, cytokines, immune status, insulin resistance, carbohydrates 
preload
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Введение
Хирургический  стресс-ответ  в  настоящее 

время  определяют  как  совокупность  нейроэн-
докринных,  метаболических,  воспалительных 
и  иммунных  реакций,  возникающих  в  резуль-
тате  воздействия  операционной  травмы  [1,  19]. 
В  рамках  этой  концепции  одним  из  интеграль-
ных показателей патофизиологических реакций, 
происходящих  в  организме,  некоторые  авторы 
рассматривают развитие послеоперационной ин-
сулинорезистентности (ИР), приводящей к фор-
мированию  стрессовой  гипергликемии  и  риска 
развития  инфекционных  осложнений  [7,  11,  26, 
30].  Одним  из  способов  коррекции  ИР  стало 
применение предоперационной метаболической 
подготовки – преднагрузки углеводами (ПУ), по-
зволяющей снизить частоту послеоперационных 
осложнений,  в  том  числе  гипергликемии,  и  по-
ложительно  влияющей  на  выраженность  хирур-
гического  стресс-ответа  [21,  22,  25,  26,  30].  Ак-
туальным  представляется  изучение  влияния  ПУ 
на  иммунный  и  цитокиновый  статусы  в  после-
операционном  периоде,  недостаточно  освещен-
ного  в  литературе  [15,  23].  Целью  данного  ран-
домизированного  сравнительного  исследования 
стало  изучение  влияния  ПУ  на  выраженность 
стрессового  ответа  у  пациентов  после  рекон-
структивных операций на пищеводе. 

Материалы и методы
Исследование  выполнено  на  базе  отделения 

хирургического  I  (хирургии  пищевода  и  желуд-
ка) ФГБНУ «РНЦХ им. акад. Б.В. Петровского» 
совместно  с  научно-клинической  лабораторией 
с января 2014 г. по апрель 2017 г. В исследование 
на первом этапе были включены 52 пациента с за-
болеваниями пищевода (рак пищевода, стрикту-
ры  различной  этиологии,  кардиоспазм  и  ахала-
зия  кардии,  повреждения  пищевода),  которым 
были  проведены  обширные  реконструктивные 
вмешательства на пищеводе (торакоскопические 
и  «открытые»  субтотальные  резекции  пищевода 
с  одномоментной  эзофагопластикой,  загрудин-
ная  пластика  пищевода  толстой  кишкой)  в  со-
четании  с  протоколом  программы  ускоренного 
выздоровления  [17,  30].  Из  исследования  были 
исключены пациенты с выявленным ранее сахар-
ным диабетом 2 типа, дооперационным уровнем 
гликозилированного  гемоглобина  более  6,5%, 
с  хроническими  заболеваниями  печени  (цирроз 
печени,  хронический  вирусный  гепатит  В,  С). 
Как  следствие,  были  отобраны  30  пациентов, 
путем рандомизации (метод «урны», компьютер-
ная модель) разделенные на 2 группы: пациентам 
группы А (n = 16, основная группа) проводилась 
метаболическая  предоперационная  подготовка 

с  использованием  12,5%  раствора  мальтодек-
стрина  per os  или  энтерально  (800  мл  накануне 
и  400  мл  за  2-3  часа  до  операции),  у  пациентов 
с дисфагией – с использованием внутривенного 
введения 12,5% раствора глюкозы в аналогичных 
объемах.  Пациентам  группы  В  (n  =  14,  группа 
сравнения)  метаболическая  подготовка  не  про-
водилась. 

Характеристики групп представлены в табли-
це 1. Статистически достоверной разницы между 
группами  не  выявлено,  хотя  следует  отметить 
преобладание в группе А малоинвазивных резек-
ций пищевода (4,5:1), а в группе В – «открытых» 
(1:1,2), р = 0,378. 

Для  изучения  клинической  эффективности 
методики  использовались  оценка  длительности 
послеоперационной госпитализации и наблюде-
ния в отделении реанимации и интенсивной те-
рапии (ОРИТ) после операции, частота развития 
послеоперационных  осложнений  по  классифи-
кации Clavien–Dindo [16] с отдельной регистра-
цией частоты инфекционных осложнений.

Всем  пациентам  проводилось  исследование 
уровней  гликемии  и  инсулина  (с  вычислением 
индекса ИР) в предоперационном периоде и в 1-е 
сутки после операции, а также динамики глике-
мии (за 1-2 дня до операции, интраоперационно 
каждые  1,5-2  часа  после  индукции  в  анестезию 
и в 1-е сутки после операции). Значимым уров-
нем  гипергликемии  считали  повышение  более 
7,8  ммоль/л  (критерии  стрессовой  гиперглике-
мии,  Американская  ассоциация  клинических 
эндокринологов  и  Американская  ассоциация 
по изучению сахарного диабета) [24]. 

Уровень инсулина определяли с помощью ав-
томатического  иммунофлуоресцентного  анали-
затора ARCHITECT i1000SR (Abbott Laboratories, 
США). Референсными значениями для инсулина 
считали 2,7-10,4 мкЕД/мл.

ИР  рассчитывали  с  использованием  индекса 
HОmeostatic  Model  Assessment  (HOMA-IR)  [5] 
по формуле:

НОМА-IR =
глюкоза натощак (ммоль/л) × инсулин натощак (мкЕд/мл)

22,5  
.

Референсные значения HOMA-IR принимали 
как <  2,7 (2,7 – порог, соответствующий 75 пер-
центилю популяционных значений взрослых лю-
дей 20-60 лет, без диабета) [4].

Измерялись  концентрации  про-  и  противо-
воспалительных  цитокинов  (IL-6,  IL-8,  IL-10), 
а  также  их  соотношение  (IL-6/IL-10)  в  пред-
операционном  периоде,  в  1-е  и  5-е  сутки  после 
операции c использованием набора CBA Human 
Inflammatory  cytokine  (TNFα,  IL-10,  IL-6,  IL- 8) 
на  проточном  цитометре  BD  FACSCanto  II.  
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ В ГРУППАХ C ПРЕДНАГРУЗКОЙ УГЛЕВОДАМИ И БЕЗ
TABLE 1. DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS AND TYPE OF SURGERY FOR PATIENTS WITH OR WITHOUT 
CARBOHYDRATES PRELOAD

Показатель
Parameter

Группы
Groups p

A B
Общая характеристика

General characteristics
Всего (n)
Total (n) 16 14 –

Мужчины : Женщины (n)
Male : Female (n) 1:1 1,3:1 0,730

Возраст (годы)
Age (years) 55,4±15,5 53,1±14,1 0,593*

Диагноз
Diagnosis

Кардиоспазм (ахалазия кардии)
Cardiospasm (achalasia) 1 2 0,586

Стриктуры пищевода
Esophageal strictures 11 6 0,268

Рак пищевода
Esophageal cancer 3 4 0,674

Повреждения пищевода
Esophageal ruptures 1 2 0,586

ASA и ИМТ
ASA and BMI

ASA II 1 4 0,157
ASA III-IV 15 10 0,157
ИМТ (кг/м2)
BMI (kg/m2) 19,7±3,1 22,8±4,8 0,157*

Характер оперативного вмешательства
Surgery procedure

ТСРП
Thoracoscopic ER 9 5 0,298

СРП тх
Transhiatal ER 1 3 0,315

СРП 3д
Transthoracic ER 1 3 0,315

Соотношение малоинвазивных и открытых СРП 
в группах
Thoracoscopic and Open procedures 

4,5:1 1:1,2 0,378

ЗППТК
Retrosternal colon interposition 5 3 0,688

Пластика желудочной трубкой
Gastric tube esophagoplasty 9 8 1

Пластика толстой кишкой
Colon esophagoplasty 7 6 1

Примечание. р – рассчитан с применением критерия Фишера; * – р рассчитан с применением критерия 
Стьюдента; ASA – классификация Американской ассоциации анестезиологов; ИМТ – индекс массы тела; 
ТСРП – торакоскопическая субтотальная резекция пищевода; СРП тх – трансхиатальная субтотальная 
резекция пищевода; СРП 3д – субтотальная резекция пищевода «из 3-х доступов»; ЗППТК – загрудинная 
пластика пищевода толстой кишкой.

Note. p, difference by Fisher test; *, p, difference was calculated by Student t-test; ASA, American Society of Anaesthesiologists 
classification; BMI, body mass index; ER, esophageal resection.
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Референсными  значениями  для  интерлейкинов 
в сыворотке крови считали: IL-6 – 2,9±0,3 пг/мл, 
IL-8 – 15,7±1,1 пг/мл, IL-10 – 2,9±0,5 пг/мл.

Мониторинг  клеточного  звена  иммунитета 
осуществлялся  до  и  на  5-е  сутки  после  опера-
ции.  Иммунологические  исследования  прово-
дились  с  помощью  цитометра  BD  FACSCanto 
II  с  использованием  планинга  Multitest  (CD3/
CD16+CD56/CD45/CD4/CD19/CD8  с  подсчетом 
абсолютного числа клеток в пробирках TruCount). 
Изучали  относительное  и  абсолютное  количе-
ство основных популяций лимфоцитов: Т-клетки 
(CD3+),  В-клетки  (CD19+),  NK-клетки  (CD3-

CD16+CD56+),  субпопуляции  Т-лимфоцитов 
(Т-хелперы  (CD3+CD4+),  цитотоксические 
(CD3+CD8) с расчетом соотношения CD3+CD4+/
CD3+CD8+, определяли фагоцитарную активность 
нейтрофилов  (ФАН).  Для  определения  на  про-
точном  цитометре  количества  активированных 
Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+) и оценки содер-
жания  суммарного  количества  активированных 
В-лимфоцитов и NK-клеток (CD3-HLA-DR+) ис-
пользовали  реагент  Simultest.  Фагоцитарную  ак-
тивность нейтрофилов определяли на проточном 
цитометре  с  использованием  E. coli,  меченной 
ФИТЦ.

Всем  пациентам  был  проведен  индивидуаль-
ный анализ иммунограммы в сравнении с услов-
но  здоровыми  донорами  по  принятой  методи-
ке [2, 6].

Математическую  и  статистическую  обработку 
полученных данных осуществляли с использова-
нием программы Excel из пакета Microsoft Office 
и  программы  IBM  SPSS  Statistics  24.0  (24.0.0.0.). 
Достоверность  различий  сравниваемых  коли-
чественных  величин  с  вычислением  медиан 
значений  и  указанием  25  и  75  процентиля:  Me 
(Q0,25-Q0,75)  и  использованием  критерия  Манна–
Уитни (U) для непараметрических данных и с ис-
пользованием  критерия  Стьюдента  с  указанием 
квадратичного  отклонения  (M±ω)  для  параме-
трических.  Вычисление  значимости  качествен-
ных различий получали с помощью точного кри-
терия  Фишера.  Для  выборок  парных  измерений 
различия  оценивали  с  использованием  критерия 
Вилкоксона  (для  непараметрических  данных). 
Корреляционный  анализ  проводили  с  примене-
нием  критерия  Пирсона  (r).  Различия  считали 
статистически достоверными при р < 0,05.

Результаты
Метаболический статус
Динамика уровня гликемии до, во время и по-

сле операции представлена на рисунке 1. Во время 
операции гликемия достоверно увеличилась до 9,9 
в группе А и 11,8 ммоль/л в группе В (р < 0,001), 
при этом исходный уровень гликемии при первом 

Рисунок 1. Динамика послеоперационной гликемии 
в группах А и В
Примечание. р рассчитан с применением критерия Манна–
Уитни; ДО – до операции; ОП – измерение гликемии 
в операционной через каждые 1,5-2 часа от индукции 
в анестезию; ПОД-ОРИТ1 – 1-е сутки в ОРИТ.
Figure 1. Postoperative glucose dynamics in the groups A 
and B
Note. p was calculated by Mann–Whitney U test; BS, before surgery; 
OP, intraoperative glucose levels measured every 1,5-2 hours after 
induction of anaesthesia; POD-ICU1, 1st postoperative day in the 
intensive care unit.

измерении  в  операционной  в  группе  А  был  4,8 
(4,2; 5) ммоль/л, что было достоверно ниже, чем 
в группе В (5 (4,2; 5,9) ммоль/л), р = 0,04. 

Медиана  инсулинемии  исходно  в  груп-
пе  А  составила  3,9  (3,3;3,9)  мкЕД/мл,  в  группе 
В  –  5,5  (3,13;  7,6)  мкЕД/л,  р  =  0,221.  В  после-
операционном  периоде  средний  уровень  инсу-
лина  в  группе  А  достоверно  увеличился  до  7,8 
(3,9; 11,6) мкЕД/л, р = 0,003; в группе В – до 12,1 
(6,4;  20)  мкЕД/л,  р  =  0,008,  но  статистической 
разницы  между  группами  получено  не  было 
(р  =  0,240).  Индекс  ИР  (HOMA-IR)  в  группах 
до  операции  не  превышал  референсных  зна-
чений  (в  группе  А  0,8  (0,63;  1,4),  в  группе  В  – 
1,2  (0,75;  1,8),  и  статистически  не  отличался, 
р  =  0,464.  После  операции  в  группе  А  HOMA-
IR увеличился до 2,1 (1,03; 3,5), в то время как в 
группе В – до 3,2 (1,98; 9), р = 0,110. 

Получено  также  статистически  значимое 
снижение  частоты  стрессовой  гипергликемии 
на фоне применения ПУ (отмечена у 1 (6%) боль-
ного в группе А и у 7 (50%) больных в группе В, 
р  =  0,012).  ИР  в  послеоперационном  периоде 
(индекс HOMA-IR более 2,7) выявлена у 4 (25%) 
больных в группе А и у 10 (71%) больных в группе 
В (р = 0,027). При проведении корреляционного 
анализа  получена  прямая  связь  между  уровнем 
HOMA-IR в послеоперационном периоде и раз-
витием инфекционных осложнений (n = 30; ко-
эффициент Пирсона r = 0,389; р = 0,033).
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Рисунок 2. Показатели цитокинового статуса в группах до и после операции
Примечание. IL – интерлейкин в пг/мл; ДО – до операции; ПОД1 – 1-е сутки, ПОД5 – 5-е послеоперационные сутки; * – р < 0,05 
между группами рассчитан с применением критерия Манна–Уитни, ** – р < 0,05 внутри групп рассчитана с применением 
критерия Вилкоксона.
Figure 2. Cytokine status variables in groups before and after surgery
Note. IL, interleukine in pg/mL; BS, before surgery; POD1, 1st postoperative day; POD5, 5th postoperative day; *, p < 0.05 by Mann–Whitney  
(U) test; **, p < 0.05 inside group by Wilkokson signed-rank test.

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА ОСНОВНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ИММУННОГО СТАТУСА В ГРУППАХ А  
И В ДО И ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ

TABLE 2. QUANTITATIVE ESTIMATION OF THE MAIN IMMUNE STATUS VARIABLES IN THE GROUPS A AND B BEFORE  
AND AFTER SURGERY

Показатель
Parameter

Группа А
Group А

Группа В
Group В

Здоровые 
доноры 
Healthy 

donors (D)

p
Level 

of statistical 
reliabilityА1 А2 В1 В2

Лимфоциты, 109/л
Lymphocytes, 109/l 2256±237 1791±211 2226±209 1699±174 1932±81

pA1-D = 0,650
pB1-D = 0,077
pA1-A2 = 0,011
pB1-B2 = 0,084

Т-лимфоциты (CD3+), %
T lymphocytes (CD3+), % 76±1,95 74±1,85 67±2,5 72±2,1 66,9±2,4

pA1-D = 0,05
pB1-D = 0,059

pA1-A2 = 0,972
pB1-B2 = 0,721

Т-лимфоциты (CD3+), абс.
T lymphocytes (CD3+), abs 1697±165 1398±165 1590±166 1044±103 1168±73

pA1-D = 0,047
pB1-D = 0,032

pA1-A2 = 0,036
pB1-B2 = 0,056

Т-хелперы (CD3+CD4+), %
T helpers (CD3+CD4+), % 39±2,5 43±2,3 39±2,7 41±2,6 38,9±1,5

pA1-D = 0,910
pB1-D = 0,388

pA1-A2 = 0,023
pB1-B2 = 0,394

Т-хелперы (CD3+CD4+), абс.
T helpers (CD3+CD4+), abs 868±104 799±83 859±99 605±64 670±43

pA1-D = 0,031
pB1-D = 0,043

pA1-A2 = 0,027
pB1-B2 = 0,767

Т-цитотоксические 
(СD3+СD8+), %
T cytotoxic (СD3+СD8+), %

33±2,1 28±2,1 25±3 27±3 28±2

pA1-D = 0,753
pB1-D = 0,859

pA1-A2 = 0,123
pB1-B2 = 0,683
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Показатель
Parameter

Группа А
Group А

Группа В
Group В

Здоровые 
доноры 
Healthy 

donors (D)

p
Level 

of statistical 
reliabilityА1 А2 В1 В2

Т-цитотоксические 
(СD3+СD8+), абс.
T cytotoxic (СD3+СD8+), abs

748±104 545±97 602±125 509±67 286±36

pA1-D = 0,002
pB1-D = 0,003
pA1-A2 = 0,011
pB1-B2 = 0,209

Соотношение CD3+CD4+/
CD3+CD8+

Ratio CD3+CD4+/CD3+CD8+
1,4±0,2 1,8±0,2 1,9±0,2 1,8±0,2 1,4±0,2

pA1-D = 0,669
pB1-D = 0,357

pA1-A2 = 0,078
pB1-B2 = 0,721

В-лимфоциты (CD3+CD19+), 
%
B lymphocytes (CD3+CD19+), 
%

8,7±1,4 8,7±0,9 11,6±1,7 12,8±1,7 7,3±1,5

pA1-D = 0,125
pB1-D = 0,582

pA1-A2 = 0,592
pB1-B2 = 0,061

В-лимфоциты (CD3+CD19+), 
абс.
B lymphocytes (CD3+CD19+), 
abs

223±68 151±16 256±47 213±45 190±30

pA1-D = 0,776
pB1-D = 0,814

pA1-A2 = 0,156
pB1-B2 = 0,158

NK-клетки (CD3-

CD16+CD56+), %
NK cells (CD3-CD16+CD56+), 
%

13,9±2 15±2 20,6±2,3 13,7±1,3 14±2

pA1-D = 0,712
pB1-D = 0,194

pA1-A2 = 0,432
pB1-B2 = 0,091

NK-клетки (CD3-

CD16+CD56+), абс.
NK cells (CD3-CD16+CD56+), 
abs

304±47 293±60 213±36 401±59 270±20

pA1-D = 0,427
pB1-D = 0,084

pA1-A2 = 0,173
pB1-B2 = 0,209

Т-лимфоциты 
активированные  
(CD3+HLA-DR+), %
Activated T lymphocytes 
(CD3+HLA-DR+) ,%

8,7±1,7 8,9±1,8 5,9±0,9 7,6±1,1 10,5±2,1

pA1-D = 0,035
pB1-D = 0,008

pA1-A2 = 0,750
pB1-B2 = 0,677

В-лимфоциты и NK-клетки 
активированные  
(CD3-HLA-DR+), абс.
Activated В lymphocytes and 
NK cells (CD3-HLA-DR+), abs

8,1±0,7 10,1±0,9 15,5±1,6 13,5±1,6 14,5±2

pA1-D = 0,012
pB1-D = 0,212

pA1-A2 = 0,833
pB1-B2 = 0,553

ФАН, %
PAN, % 92,6±1 92±0,8 92±1,2 91±2,2 90±1,4

pA1-D = 0,057
pB1-D = 0,120

pA1-A2 = 0,955
pB1-B2 = 0,906

Примечание. Достоверность различий по группам в сравнении со здоровыми донорами получена с помощью 
критерия (U) Манна–Уитни, внутри групп – с помощью критерия знаковых рангов Вилкоксона (р < 0,05). 
A1 – группа А до операции; А2 – группа А после операции; В1 – группа В до операции; В2 – группа В после 
операции; D – здоровые доноры. ФАН – фагоцитарная активность нейтрофилов.

Note. The reliability of differences in groups with of the healthy donors was obtained using U test Mann–Whitney, inside the groups – 
using Wilkokson test (p < 0.05). A1, group A before surgery; A2, group A after surgery; B1, group B before surgery; B2, group B after 
surgery; D, healthy donors; PAN, phagocytic activity of neutrophils.

Цитокиновый статус
На  рисунке  2  представлена  характеристи-

ка  цитокинового  статуса  пациентов  в  группах 
до  операции,  в  1-е  и  5-е  сутки  после  операции. 
До  операции  отмечалось  статистически  значи-
мое повышение уровня IL-8 у пациентов группы 
В по сравнению с пациентами группы А. Следует 

отметить,  что  уровень  IL-8  у  больных  группы  B 
превышал референсные значения на всех после-
дующих точках исследования.

При  корреляционном  анализе  в  обеих  груп-
пах (n = 30) отмечена выраженная прямая связь 
между  уровнем  IL-6  в  5-е  сутки  и  показателем 
HOMA-IR в 1-е сутки после операции (r = 0,662; 
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ТАБЛИЦА 3. ИНДИВИДУАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ОСНОВНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ИММУННОГО СТАТУСА В ГРУППАХ А 
И В ДО И ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ, БОЛЬНЫХ В %

TABLE 3. INDIVIDUAL ANALISIS OF THE MAIN IMMUNE STATUS VARIABLES IN THE GROUPS A AND B BEFORE AND AFTER 
SURGERY, PATIENTS IN %

Показатель
Parameter

Группа А
Group A

Группа В
Group B

Снижено 
Decreased

Норма 
Normal

Повышено 
Increased

Снижено 
Decreased

Норма 
Normal

Повышено 
Increased

До операции 
Before surgery

Лимфоциты
Lymphocytes 20 7 73 30 10 60

CD3+ 50 13 37 50 17 33

CD3+CD4+ 33 20 47 20 40 40

CD3+CD8+ 0 7 93 10 10 80

CD3-CD19+ 53 13 34 20 20 60

CD3-CD16+CD56+ 50 6 44 36 7 57

CD3+HLA-DR+ 56 32 12 80 0 20

CD3-HLA-DR+ 93 0 7 40 20 40

CD3+CD4+/CD3+CD8+ 38 31 31 29 21 50
ФАН 
PAN 20 7 73 30 10 60

После операции
After surgery

Лимфоциты
Lymphocytes 54 0 46 80 0 20

CD3+ 80 0 20 88 0 12

CD3+CD4+ 47 0 53 50 20 30

CD3+CD8+ 13 20 67 30 20 50

CD3-CD19+ 73 20 7 40 30 30

CD3-CD16+CD56+ 63 6 31 50 0 50

CD3+HLA-DR+ 38 50 12 60 30 10

CD3-HLA-DR+ 86 7 7 50 20 30

CD3+CD4+/CD3+CD8+ 19 25 56 36 14 50
ФАН 
PAN 14 33 53 30 10 60

Примечание. ФАН – фагоцитарная активность нейтрофилов.

Note. PAN, phagocytic activity of neutrophils.

р < 0,0001), а также между уровнем IL-6 в 5-е сут-
ки  и  уровнем  IL-8  в  1-е  сутки  после  операции 
(r = 0,560; р = 0,007).

Иммунный статус
При  сравнительном  анализе  иммунного  ста-

туса  значимой  разницы  между  группами  полу-
чено  не  было.  При  сравнении  же  со  здоровыми 
донорами  до  операции  в  обеих  группах  отмече-
но  достоверное  увеличение  абсолютного  содер-
жания  Т-лимфоцитов  и  их  субпопуляций.  Если 

в группе А до операции было увеличено количе-
ство активированных В + NK-лимфоцитов, то в 
группе В отмечалось снижение активированных 
Т-лимфоцитов.  На  5-е  сутки  после  операции 
только  в  группе  А  отмечается  достоверное  сни-
жение  абсолютного  содержания  лимфоцитов, 
субпопуляции  Т-хелперов  и  цитотоксичеcких 
Т-лимфоцитов (табл. 2).

Далее  нами  предпринята  попытка  индивиду-
ального анализа иммунного статуса. До операции 
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у 20% в группе А и у 30% больных группе В на-
блюдалось  снижение  абсолютного  содержания 
лимфоцитов.  После  операции  процент  больных 
со сниженным уровнем лимфоцитов увеличился 
до 80% в группе В и до 54% в группе А (табл. 3).

Обращает  внимание,  что  общее  содержание 
Т-лимфоцитов (СD3+) до операции было сниже-
но в обеих группах у 50% больных. После опера-
ции отмечается дальнейшее увеличение количе-
ства  пациентов  в  обеих  группах  со  сниженным 
содержанием СD3+ (до 80% в группе А и до 88% 
в  группе  В).  Аналогичная  ситуация  отмечалась 
и по субпопуляции Т-хелперов (СD3+CD4+). 

У больных группы А после операции в 2 раза 
снизилось  количество  больных  с  низким  соот-
ношением  CD3+CD4+/CD3+CD8+,  чего  не  от-
мечали  в  группе  В.  Увеличенное  содержание 
В-лимфоцитов (СD3-CD19+) до операции выяви-
ли у 34% больных в группе А и у 60% в группе В. 
При  этом  после  операции  процент  пациентов 
с повышенным уровнем В-лимфоцитов в группе 
А снизился почти в 5 раз, а в группе В – лишь в 2 
раза (р = 0,046). 

Количество  активированных  Т-лимфоцитов 
(СD3+HLA-DR+) пришло в норму у 50% пациен-
тов первой группы, чего не отмечалось у пациен-
тов группы В.

В  обеих  группах  до  операции  преобладали 
больные с повышенным содержанием ФАН, по-
сле  операции  только  в  группе  А  отмечено  сни-
жение  числа  пациентов  с  повышенным  пока-
зателем.

Клинические показатели
При оценке клинических показателей получе-

ны данные о заметной прямой корреляции уров-
ня  IL-6  на  5-е  сутки  после  операции  с  частотой 
инфекционных  осложнений  (n  =  30;  r  =  0,451; 
р  =  0,024),  а  также  об  обратной  корреляции 
между  частотой  инфекционных  осложнений 
и применением ПУ (n = 30; r = -0,472; р = 0,008). 
В  послеоперационном  периоде  у  пациентов 
в  группе А практически в 2 раза реже регистри-
ровались  инфекционные  осложнения,  но  ста-
тистически  значимой  разницы  между  группами 
не получено (р = 0,121). Нагноение же послеопе-
рационной раны значимо чаще отмечалось у па-
циентов в группе В (43%) в отличие от пациентов 
группы А (6%), р = 0,03. 5 пациентам из группы 
В потребовались повторные инвазивные манипу-
ляции/операции (IIIa/b степени по классифика-
ции Clavien–Dindo). Летальность в обеих группах 
составила 0%. 

Помимо  снижения  частоты  инфекционных 
осложнений,  мы  отметили  сокращение  сроков 
наблюдения  в  ОРИТ  среди  пациентов  в  груп-
пе  А  по  сравнению  с  пациентами  группы  В 
(р  =  0,05).  Длительность  общего  послеопераци-
онного койко-дня в группах существенно не от-

личалась (16 [8,7; 20] суток в группе А и 18 [11; 44] 
суток в группе В, р = 0,518). 

Обсуждение
Послеоперационная  ИР,  проявляющаяся 

в  снижении  чувствительности  периферических 
тканей,  в  первую  очередь  скелетной  мускулату-
ры, к действию инсулина [10], в настоящее время 
рассматривается  как  один  из  главных  маркеров 
степени  хирургического  стресса  [14,  18,  19,  22, 
25,  26,  27,  30].  В  условиях  хирургической  агрес-
сии ИР обусловлена возрастающей необходимо-
стью в энергетических и пластических веществах 
для  обеспечения  функционирования  в  условиях 
стресса,  а  также  физиологической  стрессовой 
реакцией,  сопровождающейся  выбросом  кате-
холаминов,  кортизола,  глюкагона,  гормона  ро-
ста,  способствующих  развитию  гипергликемии 
и  ИР  [13,  17].  ИР  как  адаптационная  реакция, 
регулирующая  направленность  синтетических 
и  катаболических  реакций,  может  считаться 
интегральным  показателем  выраженности  хи-
рургического  стресса,  особенно  при  торакоаб-
доминальных  операциях,  сопровождающихся 
максимальными  изменениями  метаболического 
и иммунного статуса [3, 7, 15, 17, 22]. 

В  конце  1990-х  гг.  группа  авторов  под  руко-
водством Ljungqvist O. продемонстрировала сни-
жение  послеоперационной  ИР  при  введении 
раствора глюкозы накануне операции при срав-
нении со «стандартным» голоданием [18, 19, 25]. 
По  мнению  авторов,  применение  ПУ  позволяет 
уменьшить  выраженность  послеоперационной 
ИР и снизить частоту развития стрессовой гипер-
гликемии [18, 19]. 

Среди  доступных  изучению  публикаций  нам 
не  встретились  результаты  комплексной  оценки 
хирургического  стресс-ответа  при  реконструк-
тивных  вмешательствах  на  пищеводе  на  фоне 
предоперационной ПУ. Основной гипотезой дан-
ного  исследования  стало  предположение  о  воз-
можном  положительном  влияние  ПУ  не  только 
на выраженность послеоперационной ИР, но и на 
цитокиновый и иммунный статусы при проведе-
нии обширных реконструктивных вмешательств 
на пищеводе. 

Изменение уровня цитокинов является осно-
вой системной воспалительной реакции в ответ 
на  повреждение  органов  и  тканей  [2,  6,  9,  21]. 
Существуют данные, подтверждающие, что про-
дукция  провоcпалительных  цитокинов  (IL- 6, 
IL-2)  может  способствовать  формированию  ИР 
после  операции  [12,  20,  35].  В  нашем  исследо-
вании  уровень  IL-6,  как  основного  медиатора 
острой фазы повреждения [9], достоверно повы-
шался в обеих группах после операции, достигая 
своего максимума на 5-е сутки. В группе В также 
значимо вырос уровень IL-8 (р = 0,0018). Суще-
ственное  повышение  уровня  цитокинов  после 
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операции,  вероятно,  обусловлено  развитием 
осложнений  у  больных  в  обеих  группах  и  про-
грессированием  синдрома  системного  воспали-
тельного  ответа.  В  группе  А  мы  отметили  тен-
денцию  к  меньшей  вариабельности  и  «пикам» 
среди  показателей  цитокинов,  хотя  и  не  досто-
верно. Корреляционный анализ между индексом 
HOMA-IR, уровнем инсулина и гликемии после 
операции  и  IL-6  в  нашем  исследовании  пока-
зал  значимую  прямую  связь  (n  =  30;  r  =  0,662; 
р  <  0,0001  для  HOMA- IR,  r  =  0,558;  p  =  0,004 
для гликемии; r = 0,590; p = 0,002 для инсулина), 
что  подтверждает  результаты  Thorell  A.  и  соавт. 
и Makino T. и соавт. [20, 28, 29].

Оценка  иммунного  статуса  необходима 
для понимания иммунопатологических механиз-
мов,  лежащих  в  основе  различных  заболеваний 
и состояний, в том числе и после хирургической 
операции,  а  также  прогноза  развития  заболева-
ния, риска возникновения осложнений и оценки 
полноты выздоровления [2, 8, 9, 15, 21]. В нашем 
исследовании большинство пациентов с заболе-
ваниями  пищевода  исходно  имели  отклонения 
в  иммунном  статусе,  усугубившиеся  при  прове-
дении хирургического лечения. В группе А, в от-
личие от группы В, после операции практически 
в 2 раза снизилось количество больных с низким 
соотношением  CD3+CD4+/CD3+CD8+,  что  сви-
детельствует  о  восстановлении  баланса  субпо-
пуляций Т-клеточного звена иммунитета. После 
операции у 50% пациентов группы А количество 
активированных Т-лимфоцитов пришло в норму, 
чего не отмечалось у пациентов группы В. В обе-
их  группах  до  операции  преобладали  больные 
с повышенным содержанием ФАН, после опера-
ции только в группе А отмечено снижение числа 
таких  пациентов.  Таким  образом,  применение 
ПУ не только снижало выраженность послеопе-
рационной  ИР,  но  и  оказывало  положительное 
влияние на иммунный статус, что подтверждают 
Melis C.G. и соавт., показавшие, что применение 
углеводов  до  операции  сопровождалось  менее 
выраженной иммуносупрессией в отличие от па-
циентов,  голодающих  накануне  операции  [23]. 
По данным Chen L. и соавт., влияние протоколов 
ускоренного  восстановления  на  иммунный  ста-
тус пациентов после эзофагэктомии при раке пи-
щевода  характеризовалось  менее  выраженными 
нарушениями при сравнении с «традиционным» 
ведением  и  способствовало  сокращению  после-
операционной госпитализации [15].

Sato  H.  и  соавт.  показали,  что  развитие  по-
слеоперационной  ИР  напрямую  связано  с  ри-
ском развития послеоперационных осложнений, 
в том числе нагноения послеоперационной раны 
и системной инфекции, а также летального исхо-
да [26]. В нашем исследовании в группе А также 
отмечалось  меньшее  количество  инфекцион-
ных осложнений и частоты нагноения раны (6% 
в группе А и 43% в группе В, р = 0,003, с обратной 
корреляцией  между  ПУ  и  частотой  инфекцион-
ных осложнений, r = -0,472, p = 0,008).

Данные  последних  клинических  исследова-
ний  применения  ПУ  свидетельствуют  о  ее  по-
ложительном  влиянии  не  только  на  выражен-
ность  послеоперационной  ИР,  но  и  на  сроки 
госпитализации после обширных хирургических 
вмешательств  [22,  25].  Так,  Smith  M.D.  и  соавт. 
в  Кохрейновском  обзоре  пришли  к  выводу,  что 
ПУ  позволяет  сократить  послеоперационный 
койко-день  (-1,66  дня,  95%  доверительный  ин-
тервал от -2,97 до -0,34) при сравнении с плаце-
бо  и  «стандартным»  голоданием,  но  только  при 
проведении  обширных  хирургических  вмеша-
тельств [30]. В нашем исследовании достоверных 
различий по длительности общей послеопераци-
онной госпитализации между группами не полу-
чено,  однако  отмечено  достоверное  снижение 
длительности  наблюдения  в  ОРИТ  у  пациентов 
группы А (р = 0,005). Таким образом, мы считаем, 
что ПУ оказывает положительное влияние на им-
мунную  систему,  цитокиновый  и  метаболиче-
ский статусы пациентов при проведении обшир-
ных хирургических вмешательств, а клиническое 
значение данной методики требует дальнейшего 
изучения, в частности с определением послеопе-
рационной ИР более точными количественными 
методами [5, 17, 26].

Заключение
При  комплексном  изучении  хирургического 

стресс-ответа,  как  совокупности  метаболиче-
ских, иммунных и воспалительных реакций при 
проведении  обширных  реконструктивных  вме-
шательств  на  пищеводе,  применение  предопе-
рационной подготовки углеводами способствует 
снижению частоты развития послеоперационной 
ИР и стрессовой гипергликемии, сопровождает-
ся меньшим выбросом провоспалительных цито-
кинов  и  оказывает  положительное  модулирую-
щее влияние на функцию иммунной системы.
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ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНА ИНТЕРЛЕЙКИНА-4-589C>T 
И ЭКСПРЕССИЯ ИНТЕРЛЕЙКИНА-4 У ПАЦИЕНТОВ 
С РАЗВИТИЕМ ХРОНИЧЕСКОГО ТРАВМАТИЧЕСКОГО 
ОСТЕОМИЕЛИТА 
Мироманов А.М., Миронова О.Б., Мироманова Н.А. 
ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Чита, Россия

Резюме. Цель исследования – изучение влияния полиморфизма гена IL4-589C>T на экспрессию 
IL-4 у пациентов с развитием хронического травматического остеомиелита при переломах длинных 
костей конечностей в Забайкальском крае. 

В  исследование  включено  132  пациента  с  переломами  длинных  костей  конечностей  в  возрасте 
от 20 до 40 лет. Первую группу составили 83 пациента с неосложненным течением переломов длинных 
костей конечностей. Вторую группу (n = 49) – больные с хроническим травматическим остеомие-
литом (в данной группе отмечалось заживление ран первичным натяжением, однако в позднем по-
слеоперационном периоде зарегистрировано развитие хронического травматического остеомиелита). 
Контрольную группу составили 100 практически здоровых мужчин и женщин аналогичной возраст-
ной группы. Сформированные группы являлись однородными по возрасту, полу, характеру и лока-
лизации переломов. Критерием исключения из групп являлось наличие острых или хронических со-
путствующих заболеваний. В работе использованы следующие методы исследования: клинические; 
лабораторные  (микробиологический;  иммунологический  –  определение  интерлейкина-4;  генети-
ческий  [с  помощью  полимеразной  цепной  реакции;  для  исследования  выбрана  точечная  мутация 
гена IL4 в позиции 589 (С>Т); материалом для молекулярно-генетического анализа служили образцы 
ДНК, выделенные из периферической крови больных]; инструментальные (рентгенография). Гене-
тические исследования осуществляли при поступлении пациентов в стационар, тогда как содержание 
IL-4, клинические и инструментальные показатели выявляли в 1, 2, 10 и 90 сутки после перелома. 

Частота С-аллели и гомозиготного генотипа гена IL4-589C>T у пациентов группы осложненного 
течения снижалась в 1,7 и 3,6 раза по сравнению с группой клинического сравнения, соответственно, 
тогда как Т-аллель, напротив, увеличивалась в 3,7 раза, а гетерозиготный и мутантный генотипы – 
в 2,5 и 15 раз. В группе контроля при носительстве генотипа -589С/C гена IL4 отмечается увеличение 
концентрации IL-4 в 1,4 и 2,5 раза, в сравнении с носителями генотипов -589С/T и -589Т/T, соот-
ветственно, а генотипа -589С/T в 1,7 раза по сопоставлению с генотипом -589Т/T. Аналогичная тен-
денция экспрессии IL-4 в зависимости от носительства генотипа гена IL4 зафиксирована и в группе 
с неосложненным и осложненным течением переломов. 

У больных с развитием травматического остеомиелита частота аллели -589Т  гена IL4 повышена 
в 3,7 раза по сравнению с группой неосложненного течения, одновременно с этим регистрируется бо-
лее высокое носительство генотипа -589С/Т и генотипа -589Т/Т гена IL4. Наличие генотипа -589Т/T 
гена IL4 способствует более низкой экспрессии IL-4. 

Ключевые слова: полиморфизм, гены, экспрессия, IL-4, переломы, хронический травматический остеомиелит
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IL4-589C>T GENE POLYMORPHISM AND EXPRESSION OF 
INTERLEUKIN-4 IN PATIENTS WITH DEVELOPING CHRONIC 
TRAUMATIC OSTEOMYELITIS
Miromanov A.M., Mironova O.B., Miromanova N.A. 
Chita State Medical Academy, Chita, Russian Federation

Abstract. Our aim was  to study  the  influence of IL4-589C>T gene polymorphism on IL-4 expression  in 
patients,  living  in  Zabaikalsky  Region  with  a  diagnosis  of  chronic  traumatic  osteomyelitis  developing  after 
fractures of long bones of extremities. 

The  study  included  132  patients  with  fractures  of  long  bones  at  the  age  of  20  to  40  years  old.  The  first 
group  consisted  of  83  patients  with  uncomplicated  course  of  fractures;  the  second  group  (n  =  49)  included 
patients with chronic traumatic osteomyelitis healed by primary wound closure, however, developing chronic 
traumatic osteomyelitis over late postoperative period. The control group consisted of 100 practically healthy 
men and women of the same age group. These groups were homogeneous and similar by age, sex, origin and 
localization of  fractures. Presence of acute or chronic comorbidities was  the exclusion criterion. We applied 
clinical examination, instrumental tests (X-ray studies), laboratory methods (microbiological, immunological, 
ELISA for IL-4 measurement). IL-4 point mutation at position 589 (C>T) was tested by PCR; the DNA for 
this analysis was extracted from peripheral blood. The genetic studies were performed when patients entered the 
hospital. IL-4 contents, clinical and instrumental indicators were detected on 1, 2, 10 and 90 days after fracture. 

Results  of  the  study  were  as  follows:  the  frequency  of  the  C  allele  and  the  homozygous  genotype  of  the 
IL4- 589C>T gene in the patients with complicated clinical course was decreased 1.7- and 3.6-fold compared 
with the comparison clinical group, respectively. Frequency of T allele, by contrast, increased 3.7-fold, whereas 
heterozygous and mutant genotypes were changed 2.5 and 15 times against the comparison group. The persons 
from control  group with IL4-589C/C  genotype,  showed a 1.4- and 2.5-fld  increased  IL-4 concentration as 
compared with the carriers of the -589C/T and -589T/T genotypes, respectively, and in -589C C/T genotype, 
1.7-fold compared to -589Т/T genotype. A similar trend of IL-4 expression, depending on the IL4 genotype, 
was recorded in the group with both uncomplicated and complicated course of fractures. In conclusion, the 
patients with developing traumatic osteomyelitis showed ncreased frequency of the IL4 -589T allele (3.7-fold 
as compared with uncomplicated group). Meanwhile, higher frequency of the -589C/T -589T/T genotypes of 
the IL4 gene were registered. Genotype -589T/T of the IL4 gene is associated with lower IL-4 expression.

Keywords: polymorphism, genes, expression, IL-4, fractures, chronic traumatic osteomyelitis

Введение
Проблема  хронического  травматического 

остеомиелита  остается  одной  из  наиболее  труд-
ных  задач  современного  здравоохранения.  Из-
за  своей  распространенности,  тяжести  меди-
цинских и экономических последствий, а также 
высокого  процента  неудовлетворительных  ре-
зультатов хронический травматический остеоми-
елит имеет огромное социальное значение [4, 13]. 
Доказано, что важную роль в определении исхода 
репаративных процессов при переломах длинных 
костей играет взаимодействие различных систем 
гомеостаза  [7],  а  цитокины  не  только  являются 
медиаторами  межклеточных  коммуникаций  при 
иммунном ответе, гемопоэзе и развитии воспале-
ния,  но  и  служат  связующим  звеном  между  им-
мунной и другими системами организма [3]. 

В  последние  годы  при  изучении  патогенеза 
различных  патологических  состояний  большое 
внимание уделяется механизмам, происходящим 
на клеточном и молекулярно-генетическом уров-
нях.  Исследование  генов,  контролирующих  ак-
тивность  цитокинов,  являющихся  медиаторами 
воспаления, – одна из важных задач в раскрытии 

патогенетических  звеньев  инициации  и  течения 
воспалительных заболеваний и осложнений. Зна-
ние их роли в патогенезе многих заболеваний по-
зволяет  не  только  предвидеть  риск  их  развития, 
но  и  предоставляет  возможность  осуществлять 
персонализированную профилактику [8]. 

Одним  из  наиболее  изученных  полимор-
физмов  генов  цитокинов  является  IL4-589С>Т. 
В  ряде  исследований  показана  ассоциация  дан-
ного  полиморфизма  с  развитием  таких  заболе-
ваний,  как  бронхиальная  астма,  муковисцидоз, 
инфаркт миокарда, эндометриоз, болезнь Крона 
и другие [2, 9, 12], однако изучение влияния дан-
ного  полиморфизма  у  пациентов  с  патологией 
опорно-двигательной  системы,  в  частности  при 
хроническом  остеомиелите,  недостаточно  отра-
жено в отечественных и зарубежных научных из-
даниях.

Цель исследования –  изучить  влияние  поли-
морфизма  гена  IL4-589C>T на  экспрессию  ин-
терлейкина-4  (IL-4)  у  пациентов  с  развитием 
хронического травматического остеомиелита при 
переломах длинных костей конечностей в Забай-
кальском крае.
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Материалы и методы 
В работе с обследуемыми лицами соблюдались 

этические принципы, предъявляемые Хельсинк-
ской  декларацией  Всемирной  медицинской  ас-
социации  (World  Medical  Association  Declaration 
of Helsinki 1964, 2011 – поправки) и «Правилами 
клинической  практики  в  Российской  Федера-
ции», утвержденными Приказом Минздрава РФ 
от  19.06.2003  г.  №  266.  Проведено  обследование 
132 пациентов в возрасте от 20 до 40 лет с пере-
ломами длинных костей конечностей, прожива-
ющих в г. Чита. 

Объектом  исследования  являлись  образцы 
периферической  крови  132  неродственных  па-
циентов в возрасте от 20 до 40 лет с переломами 
длинных  костей  конечностей,  русской  нацио-
нальности, проживающих на территории Забай-
кальского края и получивших специализирован-
ную  медицинскую  помощь  (функциональный 
остеосинтез) в травматологических стационарах. 
Первую группу составили 83 пациента с неослож-
ненным течением переломов. Вторую группу – 49 
пациентов с развитием хронического травматиче-
ского остеомиелита через 90 дней с момента по-
лучения травмы. Контрольная группа была пред-
ставлена 100 пациентами аналогичного возраста, 
национальности и ареала проживания. Критерии 
исключения – наличие острых или хронических 

сопутствующих  заболеваний.  Сформированные 
группы  являлись  однородными  как  по  возрасту, 
полу, характеру и локализации переломов, так и 
по проводимому лечению.

Для  молекулярно-генетического  исследо-
вания  выбрана  точковая  мутация  гена  IL4  в  по-
зиции  589 (С>Т).  Амплификацию  фрагмента 
исследуемого гена проводили в термоцикле (мо-
дель  Ре  «Бис»  –  М111  (ООО  «Бис-Н»,  г.  Ново-
сибирск). В работе использовались стандартные 
наборы  праймеров  научно-производственной 
фирмы  «Литех»-SNP  (Москва).  Визуализация 
продуктов амплификации выполнена с помощью 
электрофореза в 3% агарозном геле с добавлени-
ем  бромис того  этидия  в  проходящем  ультрафи-
олетовом  свете  [5].  Определение  концентрации 
цитокина IL-4 осуществляли с помощью набора 
реагентов  АО  «Вектор-Бест»  (г.  Новосибирск). 
Генетические  исследования  осуществляли  при 
поступлении  пациентов  в  стационар,  тогда 
как содержание IL-4 выявляли при поступлении 
в стационар (1 сутки после травмы), 2, 10 и 90 сут-
ки после фрактуры. 

Полученные  данные  обработаны  с  помощью 
пакета  программ  Microsoft  Office  Exсel  2010  for 
Windows  10,  «БИОСТАТ».  Для  описания  харак-
тера  распределения  количественных  признаков 
определялись  средние  величины  (М),  стандарт-

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА ГЕНОТИПОВ ГЕНА IL4-589C>T И ЕГО АЛЛЕЛЬНЫХ ВАРИАНТОВ СРЕДИ РЕЗИДЕНТОВ ГРУППЫ 
КОНТРОЛЯ И У ПАЦИЕНТОВ ПЕРВОЙ И ВТОРОЙ ГРУПП (χ2, df = 1)
TABLE 1. THE FREQUENCY OF GENOTYPES AND ALLELIC VARIANTS OF THE GENE IL4-589C>T AMONG THE RESIDENTS 
OF THE CONTROL GROUP AND IN PATIENTS OF THE FIRST AND SECOND GROUPS (χ2, df = 1)

Контроль 
Control 

(n = 100)

Неосложненное течение 
Uncomplicated course 

(n = 83)

Хронический остеомиелит
Chronic osteomyelitis 

(n = 49)
Алелль C
Allele C 0,855 0,867 0,51

OR [95% CI] 1,11 (0,61-2,02) 0,18 (0,1-0,31)
Алелль Т
Allele Т 0,145 0,133 0,49

OR [95% CI]
χ2

*

0,9 (0,5-1,64)
0,12
0,73

5,66 (3,24-9,89)
40,81

0,0001
Генотип C/С
Genotype C/C 0,73 0,747 0,204

OR [95% CI] 1,09 (0,56-2,12) 0,09 (0,04-0,22)
Генотип C/Т
Genotype C/Т 0,25 0,241 0,612

OR [95%CI] 0,95 (0,48-1,87) 4,74 (2,28-9,84)
Генотип Т/Т
Genotype Т/Т 0,02 0,012 0,184

OR [95% CI]
χ2

*

0,6 (0,05-6,71)
0,21
0,9

11,03 (2,28-53,3)
39,95

0,0001

Примечание. * – статистическая значимость различий с контролем.

Note. *, statistical significance of differences with the control.
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА АЛЛЕЛЬНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНА IL4-589C>T И ЕГО ГЕНОТИПОВ СРЕДИ ПАЦИЕНТОВ С НЕОСЛОЖ-
НЕННЫМ ТЕЧЕНИЕМ ПЕРЕЛОМОВ И РАЗВИТИЕМ ХРОНИЧЕСКОГО ТРАВМАТИЧЕСКОГО ОСТЕОМИЕЛИТА (χ2, df = 1)
TABLE 2. FREQUENCY OF ALLELIC VARIANTS OF THE GENE IL4-589C>T AND ITS GENOTYPES AMONG PATIENTS WITH 
UNCOMPLICATED FRACTURES AND THE DEVELOPMENT OF CHRONIC TRAUMATIC OSTEOMYELITIS (χ2, df = 1)

Неосложненное 
течение 

Uncomplicated course 
(n = 83)

Хронический 
остеомиелит

Chronic osteomyelitis 
(n = 49)

χ2 * OR [95% CI]

Алелль C
Allele C 0,867 0,51

40,37 0,0001
0,09-0,29

Алелль Т
Allele Т 0,133 0,49 3,45-11,43

Генотип С/С
Genotype C/C 0,747 0,204

39,84 0,0001

0,04-0,2

Генотип С/Т
Genotype C/Т 0,241 0,612 2,32-10,67

Генотип Т/Т
Genotype Т/Т 0,012 0,184 2,26-150,71

Примечание. * – статистическая значимость различий между группами. 

Note. *, statistical significance of differences between groups.

ные отклонения (SD). Для сравнения показателей 
пациентов с осложненным и неосложненным те-
чением переломов длинных костей конечностей 
использовали критерий Манна–Уитни. Для ана-
лиза групп по качественному бинарному призна-
ку применялся критерий χ2. Степень риска разви-
тия событий оценивали по величине отношения 
шансов (odd ratio [OR]) с расчетом для него 95% 
доверительного интервала (CI). Различия счита-
лись статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Частота  распределения  генотипов  и  алле-

лей  полиморфизма  гена  IL4-589C>T, выявлен-
ных первым этапом исследования, представлена 
в таб лицах 1 и 2. 

Анализируя  полученные  результаты,  отме-
чается  значимое  различие  по  частоте  носитель-
ства как аллелей, так и генотипов между группой 
с  развитием  хронического  остеомиелита  и  па-
циентами групп контроля и клинического срав-
нения.  Так,  частота  С-аллели  и  гомозиготного 
генотипа  гена  IL4-589C>T у  пациентов  группы 
осложненного течения снижалась в 1,7 и 3,6 раза 
соответственно,  тогда  как  Т-аллель,  напротив, 
увеличивалась  в  3,4  и  3,7  раза  соответственно, 
а гетерозиготный и мутантный генотипы – в 2,5 
и 15 раз соответственно (табл. 1, 2). Данный факт 
позволяет  судить  о  положительной  ассоциации 
(высоком риске) носительства аллели -589Т-гена 
IL4 и генотипа -589Т/Т гена IL4 с развитием хро-
нического остеомиелита [6].

Следующим этапом работы определено содер-
жание IL-4 в исследуемых группах и уровень его 
продукции  в  зависимости  от  носительства  рас-
сматриваемых  генотипов  в  разные  сроки  пост-
травматического периода (табл. 3).

В  группе  контроля  при  носительстве  гено-
типа  -589С/C  гена  IL4  отмечается  увеличение 
концентрации IL-4 в 1,4 и 2,5 раза, в сравнении 
с носителями генотипов -589С/T и -589Т/T соот-
ветственно, а генотипа -589С/T в 1,7 раза по со-
поставлению с генотипом -589Т/T. Аналогичная 
тенденция экспрессии IL-4 в зависимости от но-
сительства генотипа гена IL4 зафиксирована и в 
группе  с  неосложненным  и  осложненным  тече-
нием  переломов  длинных  костей  (табл.  3).  За-
регистрировано,  что  клиническая  картина  у  па-
циентов-носителей  генотипа  -589Т/T  гена  IL4 
с  развитием  травматического  остеомиелита  от-
мечалась более тяжелым и длительным течением 
раневой  инфекции,  что  свидетельствует  о  воз-
можной  ассоциативной  связи  между  повышен-
ной частотой аллели -589Т и тяжелым течением 
травматического  остеомиелита  при  переломах. 
Данный факт указывает на важный вклад аллель-
ного полиморфизма генов цитокинов в индиви-
дуальные различия больных по характеру течения 
инфекционного процесса [1].

Кроме  того,  наличие  гомозиготного  геноти-
па -589Т/Т  гена IL4 сопровождается сниженной 
продукцией  IL-4,  что  в  свою  очередь  способ-
ствует  длительному  сохранению  повышенно-
го  содержания  провоспалительных  цитокинов, 
тем самым содействуя не только прогрессирова-
нию  деструктивных  процессов  в  зоне  перелома, 
но  и  хронизации  воспалительного  процесса  [6]. 
Данный  факт  подтверждается  тем,  что  ген  IL4 
участвует в формировании иммунного ответа. Он 
играет большую роль во взаимодействии клеточ-
ных и гуморальных факторов иммунных и воспа-
лительных  реакций.  Некоторые  из  аллелей  дан-
ного гена определяют низкую экспрессию этого 
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ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ IL-4 В КРОВИ БОЛЬНЫХ С ПЕРЕЛОМАМИ ДЛИННЫХ КОСТЕЙ КОНЕЧНОСТЕЙ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГЕНОТИПА ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА IL4-589C>T, пг/мл (М±SD)
TABLE 3. CONTENT OF IL-4 IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH FRACTURES OF LONG LIMB BONES, DEPENDING ON THE 
GENOTYPE OF POLYMORPHISM OF THE GENE IL4-589C>T, pg/ml (М±SD)

Группы
Groups

Дни наблюдения
Observation days

при 
поступлении
on admission

2 сутки 
после операции

2 days after 
operation

10 сутки 
после 

операции
10 days after operation

90 сутки 
после 

операции
90 days after operation

Генотип С/С
Genotype C/C

Контроль 
Control 
(n = 73)

41,7±6,6

Неосложненное течение
Uncomplicated course 
(n = 62)

106,7±27,4
*

110,9±28,4
*

64,9±19,3
*/**/***

36±1,3
*/**/***/

**** 
Хронический остеомиелит 
Chronic osteomyelitis 
(n = 10)

109,8±29,6
*

113,3±24,8
*

60,7±17,5
*/**/***

138,9±14,5
*/**/***/**** 

Генотип С/Т
Genotype C/Т

Контроль 
Control 
(n = 25)

28,8±8,6******

Неосложненное течение
Uncomplicated course 
(n = 20)

54,9±17,7
*/*****

63,1±19,9
*/*****

30, 3±9,9
**/***/
***** 

18,9±11
*/**/***/

****/
*****

Хронический остеомиелит 
Chronic osteomyelitis 
(n = 30)

58,8±14,3
*/*****

61,1±14,7
 */*****

26,9±10,6
**/***/
*****

82,8±15,6
*/**/***/

****/*****
Генотип Т/Т
Genotype Т/Т

Контроль
Control 
(n = 2)

16,5

Неосложненное течение
Uncomplicated course 
(n = 1)

29,9 31,7 7,1 13

Хронический остеомиелит 
Chronic osteomyelitis 
(n = 9)

28,6±5,3
*/******

30,4±4,4
*/*****/
******

6,6±3,7 
*/**/***/
*****/
******

42,8±6,5 
*/**/***/

****/*****/
******

Примечание. * – статистическая значимость различий с контролем; ** – статистическая значимость различий 
с 1 сутками; *** – статистическая значимость различий со 2 сутками; **** – статистическая значимость 
различий с 10 сутками; ***** – статистическая значимость различий с генотипом C/C; ****** – статистическая 
значимость различий с генотипом C/T.

Note. *, statistical significance of differences with the control; **, statistical significance of differences with 1 day; ***, statistical 
significance of differences with 2 days; ****, statistical significance of the differences with 10 days; *****, statistical significance of 
differences with the C/C genotype; ******, statistical significance of differences with the C/T genotype.

цитокина, что влечет за собой образование имму-
нопатологии [10, 11, 12].

Таким  образом,  определение  генотипов  и  их 
воздействие на синтез шифруемых биологически 
активных веществ содействует пониманию пато-
генетических аспектов развития воспалительного 
процесса при переломах, что может способство-
вать  осуществлению  персонифицированного 
прогноза и профилактики данного осложнения.

Выводы
У больных с развитием травматического остео-

миелита частота аллели -589Т гена IL4 повышена 
в 3,7 раза по сравнению с группой неосложненно-
го течения, одновременно с этим регистрируется 
более  высокое  носительство  генотипа  -589С/Т 
и генотипа -589Т/Т гена IL4.  2. Наличие геноти-
па  -589Т/T  гена  IL4  способствует  более  низкой 
экспрессии IL-4. 
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ОЦЕНКА ЦИТОКИНОВ И БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА  
ПРИ ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНИ 
Бодиенкова Г.М., Курчевенко С.И.
ФГБНУ «Восточно-Сибирский институт медико-экологических исследований», г. Ангарск, Россия

Резюме. Длительное  воздействие  производственной  вибрации  на  рабочих  приводит  к  развитию 
вибрационной болезни (ВБ), которая занимает лидирующие позиции в структуре профессиональной 
патологии. ВБ от воздействия локальной вибрации представляет собой хроническое профессиональ-
ное заболевание c преимущественным поражением нервной, сосудистой системы и опорно-двига-
тельного аппарата верхних и нижних конечностей. Одним из реальных путей снижения заболеваемо-
сти является раннее выявление негативного воздействия вибрации на организм работников. В связи 
с этим цитокины и белки теплового шока (БТШ) могут быть ранними и чувствительными показате-
лями, отражающими степень выраженности нарушений здоровья от воздействия вибрации. Целью 
исследования явилось изучение изменений в содержании про- и противовоспалительных цитокинов, 
внеклеточного БТШ70 и их взаимосвязь у пациентов с ВБ. В иммунологическое исследование вклю-
чено  43  пациента  мужского  пола  с  диагнозом  ВБ.  Критериями  включения  в  данную  группу  были: 
верифицированный  диагноз,  письменное  информированное  согласие  на  участие  в  исследовании, 
вредное воздействие локальной вибрации на производстве. По данным гигиенического контроля, ус-
ловия труда рабочих виброопасных профессий относятся к 4 (опасному) классу за счет интенсивной 
локальной вибрации. Содержание цитокинов IL-1β, IL-8, IL-10, TNFα и БТШ70 в сыворотке крови 
пациентов  определяли  иммуноферментным  анализом.  Забор  крови  для  исследования  у  пациентов 
брали однократно при поступлении в стационар до проведения лечения. Статистическая обработка 
данных проводилась с помощью пакетов прикладных программ Statistica for Windows 6.0 и Microsoft 
Excel. Установлено, что развитие заболевания ВБ сопровождается дисбалансом цитокинового про-
филя,  характеризующимся  снижением  уровней  IL-1β,  IL-10  и  повышением  IL-8.  Угнетение  про-
дукции IL-1β и IL-10 является следствием сформировавшегося хронического процесса в организме 
обследованных  пациентов.  А  выявленное  снижение  внеклеточной  концентрации  БТШ70  по  срав-
нению с практически здоровыми людьми может быть обусловлено накоплением его внутри клетки 
или на ее поверхности. Корреляционный анализ позволил выявить зависимость между снижением 
содержания БТШ70 и возрастанием уровня IL-1β, и снижением уровня IL-10. Синтез БТШ является 
внутриклеточным защитным механизмом, предотвращающим повреждение клеток, путем активации 
синтеза и секреции провоспалительных цитокинов. Полученные взаимоотношения между цитоки-
нами  и  БТШ70  свидетельствуют  о  вовлеченности  БТШ70  в  иммуновоспалительные  процессы  при 
ВБ.  Выявленные  изменения  способствуют  хронизации  воспалительного  процесса  и  обосновывают 
прогредиентное течение ВБ. 
Ключевые слова: цитокины, белок теплового шока 70, пациенты с ВБ, иммунореактивность

EVALUATION OF CYTOKINES AND HEAT SHOCK PROTEIN  
IN VIBRATION DISEASE
Bodienkova G.M., Kurchevenko S.I.
East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research, Angarsk, Russian Federation

Abstract. The prolonged impact of industrial vibration on workers leads to the development of a vibrational 
disease (VB), which occupies a leading position in the structure of occupational pathology. VB from the impact 
of  local  vibration  is  a  chronic  occupational  disease  characterized  by  a  predominant  lesion  of  the  nervous, 
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vascular system and musculoskeletal system of the upper and lower extremities. One of the real ways to reduce 
the incidence is the early detection of the negative impact of vibration on the body of workers. In this regard, 
cytokines and heat  shock proteins  (HSP70) can be early and  sensitive  indicators  that  reflect  the  severity of 
health  disorders  from  exposure  to  vibration.  The  aim  of  the  study  was  to  study  changes  in  the  content  of 
pro- and antiinflammatory cytokines, extracellular HSP70 and their relationship in patients with VB. In the 
immunological study included 43 male patients with a diagnosis of VB. The criteria for inclusion in this group 
were:  a  verified  diagnosis, written  informed consent  to  participate  in  the  study,  the  harmful  effects  of  local 
vibration in the workplace. According to the data of hygienic control,  the working conditions of workers  in 
dangerous  occupations  by  vibration  belong  to  the  4  (dangerous)  class  due  to  intensive  local  vibration.  The 
content  of  cytokines:  IL-1β,  IL-8,  IL-10,  TNFα  and  HSP70  in  the  serum  of  patients  was  determined  by 
enzyme immunoassay. The blood sampling for the study was taken from patients only once on admission to 
the hospital before the treatment. Statistical processing of data was carried out with the help of packages of 
application programs Statistica for Windows 6.0 and Microsoft Excel. It was established that the development 
of VB disease is accompanied by imbalance of the cytokine profile, characterized by a decrease in the levels 
of IL-1β, IL-10 and an increase in IL-8. The inhibition of production of IL-1β and IL-10 is a consequence 
of  the chronic process  that has developed  in  the body of  the patients examined. And  the  revealed decrease 
in extracellular concentration of HSP70 in comparison with practically healthy people can be caused by the 
accumulation of  it  inside  the cell or on  its  surface. Correlation analysis  revealed the relationship between a 
decrease in HSP70 and an increase in IL-1β, and a decrease in IL-10 levels. Synthesis of HSP is an intracellular 
defense mechanism that prevents cell damage by activating the synthesis and secretion of pro-inflammatory 
cytokines. The obtained relationships between cytokines and HSP70 testify to the involvement of HSP70 in 
immunoinflammatory processes in VB. The revealed changes contribute to the chronic inflammatory process 
and justify the progressive course of the VB.

Keywords: cytokines, heat shock protein 70, vibration disease, immune response

Введение
Комплекс физических факторов обусловлива-

ет развитие ряда профессиональных заболеваний, 
в том числе вибрационную болезнь (ВБ), которая 
занимает лидирующие позиции в структуре про-
фессиональной  патологии.  Одним  из  реальных 
путей снижения заболеваемости является раннее 
выявление  негативного  воздействия  вибрации 
на  организм  работников  [2].  Известно,  что  уже 
у практически здоровых рабочих при воздействии 
вибрации  отмечаются  изменения  на  молеку-
лярном,  клеточном  и  субклеточном  уровнях  [4]. 
В связи с этим цитокины и БТШ могут быть ран-
ними и чувствительными показателями, отража-
ющими степень выраженности нарушений здоро-
вья от воздействия вибрации [1, 7]. 

Открытие цитокинов и изучение их роли в па-
тогенезе широкого круга заболеваний определи-
ли  приоритеты  их  исследования  при  различной 
патологии,  в  том  числе  при  профессиональных 
заболеваниях.  Известно,  что  многие  органы 
в норме находятся в состоянии «контролируемо-
го  воспаления»,  которое  регулируется  балансом 
провоспалительных  и  противовоспалительных 
цитокинов  [10].  При  нарушении  цитокиново-
го  баланса  развивается  состояние  хронического 
воспаления.  В  последние  годы  эксперименталь-
ными и клиническими исследованиями установ-
лено, что один из механизмов выживания клетки 
в  экстремальных  условиях  связан  с  БТШ,  кото-
рые играют важную роль в регуляции внутрикле-
точной  сигнализации,  организации  межклеточ-
ных  взаимодействий  при  воспалении,  развитии 
патофизиологических  феноменов  окислитель-
ного стресса при действии различных ксенобио-
тиков и др. [6, 9]. Повышение экспрессии БТШ 
внутри клетки обеспечивает стабилизацию и вос-
становление  поврежденных  белковых  молекул, 

оптимальный баланс между синтезом и деграда-
цией  белков.  Это  приводит  к  повышению  рези-
стентности  клеток  к  стрессу. Вместе  с  тем БТШ 
могут  высвобождаться  во  внеклеточную  среду 
или  экспрессироваться  на  поверхности  клеток, 
и в этом случае их особая протективная роль за-
ключается  в  контроле  воспалительного  иммун-
ного ответа [11]. Появление в организме внекле-
точных БТШ рассматривается многими авторами 
как сигнал тревоги для иммунной системы [13]. 

Цель работы – оценить изменения в содержа-
нии  про-  и  противовоспалительных  цитокинов, 
внеклеточного БТШ70 и их взаимосвязь у паци-
ентов с вибрационной болезнью. 

Материалы и методы
В иммунологическое исследование включено 

43 пациента мужского пола с диагнозом ВБ. Кли-
ническая  верификация  диагнозов  осуществля-
лась врачами клиники института в соответствии 
с  Международной  классификацией  болезней 
10-го  пересмотра  (МКБ-10).  Стаж  работы  об-
следованных  пациентов  в  условиях  воздействия 
локальной  вибрации  составил  29,1±0,21  года, 
средний  возраст  –  51,9±1,6  года.  Контрольную 
группу  составили  19  условно  здоровых  мужчин, 
сопоставимых  по  возрасту  (50,0±1,83  лет)  и  об-
щему  трудовому  стажу  (26,06±0,8  лет),  не  име-
ющих  в  профессиональном  маршруте  контакта 
с производственной вибрацией. 

Кровь  для  исследования  у  пациентов  брали 
однократно при поступлении в стационар, нато-
щак до проведения лечения, используя пробирки 
Vacutainer,  которые  центрифугировали  при  1500 
оборотов  в  минуту  в  течение  15  минут  для  по-
лучения  сыворотки.  Сыворотку  отбирали  в  от-
дельные  пробирки  Эппендорф  (Eppendorf).  Со-
держание цитокинов (IL-1β,  IL-8, IL-10, TNFα) 
определяли  на  высокоскоростном  автоматиче-
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ском  иммуноферментном  анализаторе  третьего 
поколения Alisei Q.S.  (SEAC, Италия) с исполь-
зованием стандартных тест-систем производства 
АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск). Концентра-
цию  БТШ70  в  сыворотке  крови  определяли  ме-
тодом ИФА с использованием ELISA kits HSP70 
Assay Design (Enzo LifeScience, США) в соответ-
ствии с прилагаемой к набору методикой. 

Статистический  анализ  данных  проведен 
с  помощью  Statistica  6.0.  Проверку  на  нормаль-
ность  распределения  фактических  данных  про-
водили  с  использованием  критерия  Шапиро–
Уилка.  Оценка  значимости  различий  между 
группами проводили с помощью непараметриче-
ских  критериев  (Манна–Уитни).  Данные  пред-
ставлены  в  виде  Me  (Q0,25-Q0,75),  где  Me  –  меди-
ана,  Q0,25-Q0,75  –  интерквартильный  интервал  25 
и  75.  Для  определения  взаимного  влияния  по-
казателей использовали корреляционный анализ 
Спирмена r. Рассчитывали показатель достовер-
ности  (р),  который  определяли  как  статистиче-
ски значимый при значениях р < 0,05. 

Работа  не  ущемляет  права  и  не  подвергает 
опасности  благополучия  обследованных  паци-
ентов  в  соответствии  с  требованиями  биомеди-
цинской  этики,  утвержденными  Хельсинкской 
декларацией  Всемирной  медицинской  ассоциа-
ции. Протокол исследований согласован с этиче-
ским комитетом (протокол № 6 от 15.11.2012 г.). 
Исследования выполнены с согласия пациентов 
в клинике института. 

Результаты и обсуждение
Результаты изменений в содержании цитоки-

нов представлены в таблице 1. 
В результате анализа исследуемых показателей 

установлено,  что  содержание  провоспалитель-
ного IL-1β в сыворотке крови у пациентов с ВБ 
снижалось в 162 раза по сравнению с контроль-
ной группой (р = 0,04). Вместе с тем наблюдалось 
повышение (в 4,45 раза) другого провоспалитель-
ного IL-8 относительно контроля (р = 0,02). Ис-
следователями показано [8], что быстрый выброс 
IL-8 нейтрофильными гранулоцитами может ве-
сти к запуску нового синтеза IL-8, замыкая пет-
лю  положительной  обратной  связи  в  регуляции 
синтеза  IL-8,  активации  его  функциональных 
свойств и блокирования апоптоза гранулоцитов. 
Этот  механизм  может  иметь  значение  в  поддер-
жании  хронического  воспаления  в  тканях  при 
целом ряде заболеваний у человека, в том числе 
и при ВБ. 

При  анализе  изменения  сывороточной  кон-
центрации  IL-10,  имеющего  противовоспа-
лительную  направленность,  у  пациентов  с  ВБ 
выявлено  достоверное  снижение  его  в  645  раз 
относительно  контроля  (р  =  0,001).  Следует  от-
метить,  что  противовоспалительный  IL-10  одним 
из  первых  выделяется  регуляторными  клетками 
в  очаге  воспаления  и  является  основным  стрес-
сорным цитокином, опосредующим многие им-
мунорегуляторные эффекты БТШ [3]. 

Что  касается  БТШ70,  то  в  наших  иссле-
дованиях  у  пациентов  с  ВБ  установлено  до-
стоверное  снижение  внеклеточной  концен-
трации  его  до  0,07  (0,04-0,07)  нг/мл  против  
0,12  (0,09-0,13)  нг/мл  в  контроле  (р  =  0,001). 

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ 
КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ВБ (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENTS CYTOKINES IN THE BLOOD IN 
PATIENTS WITH VB (Me, Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

Пациенты с ВБ
Patients with VB

n = 43

Контрольная 
группа

Control group
n = 18

IL-1β, пг/мл
IL-1β, pg/ml 0,01 (0,01-3,35)* 1,62 (0,65-3,8)

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/ml 7,04 (1,34-13,25)* 1,58 (0,68-2,9)

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 0,01 (0,01-3,18)* 6,40 (0,39-13,7)

TNFα, пг/мл
TNFα, pg/ml 0,01 (0,01-1,39) 0,01 (0,01-0,11)

Примечание. * – различия по сравнению с контрольной 
группой статистически значимы при p < 0,05. 

Note. *, differences compared to the control group are 
statistically significant at p < 0.05.

В  связи  с  этим  представляло  определенный  ин-
терес на следующем этапе исследований выявить 
взаимосвязь между содержанием БТШ70 и уров-
нем  цитокинов  у  пациентов  с  ВБ.  Корреляци-
онный  анализ  позволил  выявить  зависимость 
между  снижением  внеклеточной  концентрации 
БТШ70 и возрастанием уровня IL-1β  (r = -0,44; 
p  =  0,008),  снижением  уровня  IL-10  (r  =  0,39; 
p = 0,017). Синтез БТШ в ответ на различные по-
вреждающие  факторы,  в  т.  ч.  воспалительные, 
является  внутриклеточным  защитным  механиз-
мом, предотвращающим повреждение клеток [9], 
путем  активации  синтеза  и  секреции  провоспа-
лительных цитокинов [14]. 

Анализ  изменений  цитокинового  профиля 
у  пациентов  с  ВБ  позволил  выявить  его  дисба-
ланс,  характеризующийся  снижением  уровней 
IL-1β, IL-10 и повышением IL-8. Угнетение про-
дукции IL-1β и IL-10, возможно, является след-
ствием  сформировавшегося  хронического  про-
цесса  в  организме  обследованных  пациентов. 
В  то  же  время  у  пациентов  выявлено  снижение 
внеклеточного  БТШ70,  которое  может  быть  об-
условлено накоплением его внутри клетки или на 
ее поверхности [5]. Выявленные взаимоотноше-
ния между цитокинами и БТШ70 свидетельству-
ют  о  вовлеченности  БТШ70  в  иммуновоспали-
тельные процессы при ВБ. Установленный факт 
подтверждается  Евдониным  А.Л.  [5],  который 
отмечал,  что  увеличение  концентраций  БТШ70 
внутри  клетки  воздействует  на  продукцию  ци-
токинов,  которые  в  свою  очередь  вызывают  не-
специфическую активацию системы врожденно-
го иммунитета.

При этом под воздействием БТШ увеличива-
ется  продукция  противовоспалительных  цито-
кинов  не  только  в  Т-лимфоцитах,  но  и  в  моно-
нуклеарных  клетках-моноцитах  и  дендритных 
клетках [12]. 

Выявленные изменения способствуют хрони-
зации  воспалительного  процесса  и  обосновыва-
ют прогредиентное течение ВБ. 
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ИЗМЕНЕНИЕ ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
У ДЕТЕЙ, ЭКСПОНИРОВАННЫХ СТРОНЦИЕМ
Отавина Е.А., Долгих О.В., Старкова К.Г., Казакова О.А., 
Мазунина А.А.
ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления рисками здоровью 
населения», г. Пермь, Россия

Резюме. Состояние иммунной системы может служить приоритетным индикаторным показателем 
адаптационных возможностей организма в условиях повышенной внешнесредовой химической на-
грузки, в том числе и связанной с экспозицией металлами, которые в зависимости от условий воздей-
ствия способны оказывать как активирующее, так и угнетающее воздействие на параметры иммунной 
регуляции. Цель работы – анализ иммунорегуляторных маркеров у детского населения при употре-
блении питьевой воды с повышенным содержанием стронция (на примере Пермского края). Прове-
дено иммунологическое обследование детей в возрасте от 7 до 12 лет, которые постоянно проживают 
на территории с повышенным содержанием стронция в воде хозяйственно-бытового водоснабжения. 
Группу сравнения составили дети из «условно чистого» района. Исследовали особенности изменения 
клеточного звена иммунитета (фагоцитоз), гуморальные факторы иммунной защиты (иммуноглобу-
лины), формирование специфической сенсибилизации к стронцию, а также процессы запуска и ре-
гуляции апоптоза. Показано, что при повышенном в 3,68 раза уровне стронция в водопроводной воде 
на  территории  наблюдения  среднее  содержание  стронция  в  крови  детей  группы  наблюдения  было 
в  1,55  раза  выше,  чем  у  детей  в  группе  сравнения.  При  этом  выявлено  возрастание  фагоцитарной 
активности по критериям фагоцитарного числа и фагоцитарного индекса, в среднем в 1,2 раза отно-
сительно группы сравнения. У 80,0% обследованных отмечено снижение содержания сывороточных 
иммуноглобулинов по критерию IgG по сравнению с показателями физиологической нормы, а также 
достоверное снижение продукции IgG и повышение IgМ относительно уровней в группе сравнения. 
Показано возрастание общей сенсибилизации у 55,0% детей группы наблюдения по содержанию IgЕ 
общего по сравнению с возрастной нормой и превышение референтного уровня специфической сен-
сибилизации к стронцию по критерию IgG в среднем в 2,49 раза. Выявлено нарушение процесса запу-
ска апоптоза, связанное с уменьшением количества CD95+ лимфоцитов и TNFRI+ клеток (кратность 
снижения в 2,78 раза относительно нормы), смещение баланса апоптогенных белков при снижении 
экспрессии Bcl-2 в среднем в 2,57 раза, а также уменьшение экспрессии транскрипционного фактора 
р53 в 2,83 раза относительно референтного интервала. Таким образом, показана способность строн-
ция влиять на важнейшие показатели иммунной регуляции у детского населения при повышенном 
содержании металла в источниках питьевого водоснабжения. Указанные изменения могут служить 
в качестве индикаторных параметров состояния здоровья населения в условиях внешне средовой экс-
позиции стронцием.

Ключевые слова: иммунная регуляция, фагоцитоз, иммуноглобулины, маркеры гиперчувствительности, апоптоз, стронций
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СHANGES OF IMMUNOREGULATORY INDEXES IN CHILDREN 
EXPOSED TO STRONTIUM
Otavina E.A., Dolgikh O.V., Starkova K.G., Kazakova O.A., 
Mazunina A.A.
Federal Research Center for Medical and Preventive Health Risk Management Technologies, Perm, Russian Federation

Abstract. Evaluation of the immune system parameters can be used in order to assess capacity to adapt 
under  conditions  of  increased  external  chemical  load,  including  exposure  to  metals,  which  can  exert 
either activating and inhibitory effects upon immune regulation parameters. The aim of this work was the 
analysis of immunoregulatory markers in a children’s population who consumed water with high strontium 
content (a sample from the Perm region). We carried out immunological evaluation of the children aged 
7  to  12  years,  living  at  a  territory  with  a  high  strontium  content  in  the  drinking  water.  The  comparison 
group included children from the conventionally clean region. We studied differential changes in cellular 
immunity (phagocytosis rates), humoral factors of immune defense (serum immunoglobulins), development 
of specific sensitization for strontium, as well as the processes of apoptosis triggering and regulation. A 3.68-
fold increase in strontium levels was shown in fresh water within observation area, and the average blood 
strontium content in the children of appropriate observation group was 1.55-fold higher than in children of 
the comparison group. At the same time, 1.2-fold increase in phagocytic activity determined as phagocytic 
number  and  phagocytic  index  was  found,  as  compared  to  the  control  group.  In  80%  of  the  subjects,  a 
reduction in serum IgG level was observed when compared to physiological norm, as well as a significant 
decrease  in  IgG  and  enhance  in  IgM  production  against  the  levels  found  in  the  comparison  group.  We 
have also shown an enhanced total sensitization in 55.0% of the observation group as shown by the total 
IgE test compared with normal age ranges, as well as excessive specific sensitization to strontium by 2.49 
times, according to the IgG criterion. Disturbance  in apoptosis  triggering was associated with decreased 
number of CD95+ lymphocytes and TNFR1+ cells (2.8-fold compared to reference values), shifted balance 
in  apoptogenic  proteins,  an  average  of  2.6-fold  decrease  in  Bcl-2  expression,  a  2.8-fold  reduction  of 
the p53 transcription factor expression relative  to  the reference  interval. Thus, we have shown an ability 
of  strontium  excess  in  drinking  water  to  influence  the  most  important  indices  of  immune  regulation  in 
pediatric population. These changes may serve as  indices of populational health status under of external 
strontium exposure.

Keywords: immune regulation, phagocytosis, immunoglobulins, hypersensitivity markers, apoptosis, strontium

Введение
Изменение  активности  иммунной  системы, 

важнейшей  составляющей  поддержания  гомео-

стаза,  участвующей  в  контроле  многих  физио-

логических  процессов,  в  том  числе  гиперчув-

ствительности,  может  служить  приоритетным 

индикаторным показателем адаптационных воз-

можностей  организма  в  условиях  повышенной 

внешнесредовой химической нагрузки, особенно 

у детского населения [2, 3, 7, 11]. Использование 

современных  диагностических  иммунологиче-

ских  технологий  позволяет  провести  объектив-

ную  и  достоверную  оценку  иммунного  ответа 

у  населения  в  условиях  повышенной  нагрузки 

химическими факторами, в том числе природно-
го происхождения.

Проблема  повышенного  содержания  метал-
лов в среде обитания как за счет источников есте-
ственного происхождения, так и в условиях тех-
ногенного загрязнения, в том числе и стронция, 
определяет  необходимость  проведения  научно-
исследовательских  работ  по  выявлению  особен-
ностей адаптации населения к измененным усло-
виям  среды,  особенно  учитывая  их  способность 
воздействовать  на  функциональную  активность 
иммунной системы [1, 4, 8, 9].

Цель работы  –  анализ  иммунорегуляторных 
маркеров  у  детского  населения  при  употребле-
нии питьевой воды с повышенным содержанием 
стронция (на примере Пермского края). 
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Материалы и методы
Проведено  иммунологическое  обследование 

детей в возрасте от 7 до 12 лет (средний возраст 
9,2±0,20  лет),  которые  постоянно  прожива-
ют  на  территории  с  повышенным  содержанием 
стронция  в  воде  хозяйственно-бытового  водо-
снабжения.  Группу  сравнения  составили  дети 
(средний  возраст  8,6±0,20  лет)  из  «условно  чи-
стого» района. Группы были сопоставимы по воз-
расту, полу и соматической заболеваемости.

Популяции  и  субпопуляции  лимфоцитов 
изу чали  на  проточном  цитометре  FACSCalibur 
фирмы  Becton  Dickinson  (США)  с  использова-
нием  универсальной  программы  CellQuestPrO, 
а  также  определяли  маркеры  апоптоза  –  рецеп-
тор к фактору некроза опухоли TNFα (TNFRI+), 
белки р53, Вах, Bcl-2, используя панели меченых 
моноклональных  антител,  при  этом  суммарно 
регистрировали  не  менее  10000  событий.  Ис-
следование гиперчувствительности по критерию 
IgG,  специфического  к  стронцию,  осуществля-

ли  методом  аллергосорбентного  тестирования, 
оценку  фагоцитарной  активности  лейкоцитов 
с помощью формалинизированных эритроцитов 
барана;  сывороточные  иммуноглобулины  IgG, 
IgA, IgM методом радиальной иммунодиффузии 
по  Манчини;  IgE  общий,  интерлейкины  IL-10, 
IL-17 c использованием тест-систем для иммуно-
ферментного анализа на анализаторе “Elx808IU” 
(BioTek,  США).  Измерение  содержания  строн-
ция  в  пробах  крови  выполняли  методом  масс-
спектрометрии  с  индуктивно  связанной  плаз-
мой  на  масс-спектрометре  Agilent  7500сх (Agilent 
Technologies  Inc.,  США).  Анализ  химических 
соединений  в  водопроводной  воде  проводили 
в соответствии с НСАМ № 480-Х «Определение 
элементного состава природных и питьевых вод 
методом ICP-MS» (2006). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью описательной статистики в про-
грамме  Statistica  6.0  (StatSoft,  США)  с  расчетом 
среднего  арифметического  (М)  и  стандартной 
ошибки  среднего  (m),  а  также  двухвыборочного 

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ИММУННОЙ РЕГУЛЯЦИИ У ДЕТЕЙ В УСЛОВИЯХ ЭКСПОЗИЦИИ СТРОНЦИЕМ 
(n = 40)

TABLE 1. THE CHANGE OF IMMUNE REGULATION PARAMETERS IN CHILDREN UNDER STRONTIUM EXPOSURE (n = 40)

Показатель
Index

Группа наблюдения
Observation group

Группа сравнения
Comparison group

Абсолютный фагоцитоз, 109/л
Absolute phagocytosis, 109/l 1,86±0,119 1,752±0,099

Фагоцитарное число, у. е.
Phagocytic number, c. u. 0,90±0,044* 0,765±0,039

Фагоцитарный индекс, у. е.
Phagocytic index, c. u. 1,86±0,039* 1,589±0,041

IgG, г/л
IgG, g/l 10,29±0,229* ** 11,0±0,274

IgM, г/л
IgM, g/l 1,54±0,055* 1,35±0,039

IgА, г/л
IgA, g/l 1,35±0,051 1,37±0,061

IgE общий, МЕ/мл
IgE total, IU/ml 272,2±56,52** 499,0±95,22

IgG специфический к стронцию, у. е.
IgG specific to strontium, c. u. 0,249±0,040** 0,14±0,052

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 1,399±0,171* 3,574±0,491

IL-17, пг/мл
IL-17, pg/ml 0,965±0,122* 2,78±0,727

Примечание. * – различие достоверно относительно группы сравнения (p < 0,05); ** – различие достоверно 
относительно референтного интервала (p < 0,05).

Note. *, the difference is reliable relative to the comparison group (p < 0.05); **, the difference is reliable relative to the reference 
interval (p < 0.05).
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t-критерия  Стьюдента.  Различия  считались  до-
стоверными при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Сравнительная  оценка  содержания  химиче-

ских веществ в водопроводной воде на исследуе-
мых  территориях  установила  достоверное  по-
вышение  содержания  стронция  на  территории 
наблюдения  в  3,68  раза  по  средним  значениям 
полугодовых  наблюдений  (территория  наблю-
дения  0,604±0,041  мг/л,  территория  сравнения 
0,164±0,063  мг/л,  р  <  0,05).  В  то  же  время  хи-
мико-аналитическое  исследование  выявило, 
что  среднее  содержание  стронция  в  крови  де-
тей  группы  наблюдения  было  в  1,55  раза  выше, 
чем  у  детей  в  группе  сравнения  (группа  наблю-
дения  0,059±0,022  мкг/мл,  группа  сравнения 
0,038±0,004 мкг/мл).

Проведенное клинико-лабораторное исследо-
вание показало, что в основной группе обследо-
ванных  детей  повышена  активность  со  стороны 
врожденного  клеточного  иммунитета  (табл.  1). 
В  частности,  у  55,0%  детей  наблюдается  стиму-
ляция  фагоцитарного  звена  по  критерию  фа-
гоцитарного  числа  и  у  77,5%  –  по  критерию 
фагоцитарного индекса, в среднем в 1,2 раза от-
носительно группы сравнения (p < 0,05).

Одновременно  у  80,0%  обследованных  от-
мечено  снижение  содержания  сывороточных 
иммуноглобулинов  по  критерию  IgG  по  срав-
нению  с  показателями  физиологической  нормы 

(p  <  0,05).  Кроме  того,  выявлено  достоверное 
снижение продукции IgG и повышение IgМ от-
носительно  уровней  в  группе  сравнения.  В  то 
же время показано возрастание общей сенсиби-
лизации у 55,0% детей группы наблюдения по со-
держанию  IgЕ  общего  по  сравнению  с  возраст-
ной нормой (p < 0,05). Наблюдалось превышение 
референтного  уровня  специфической  сенсиби-
лизации к стронцию по критерию IgG в среднем 
в 2,49 раза (p < 0,05), причем содержание специ-
фических антител к стронцию у детского контин-
гента основной группы превышало данный пока-
затель в контрольной группе в 1,78 раза.

При  исследовании  особенностей  межклеточ-
ной  иммунной  регуляции  отмечено  смещение 
баланса  цитокиновых  медиаторов  с  про-  и  про-
тивовоспалительным  действием,  в  частности 
достоверное  снижение  продукции  IL-10  и  IL-17 
относительно уровней в группе сравнения в 2,55 
и 2,88 раза соответственно (p < 0,05).

Большинство параметров CD-иммунограммы 
соответствовало референтному диапазону, за ис-
ключением выявленного достоверного снижения 
активационного маркера CD95 (табл. 2) по абсо-
лютному и относительному показателю (p < 0,05). 
Причем  значение  данного  маркера  в  основной 
группе  было  ниже  значения  группы  сравнения 
в  1,57  раза  (p  <  0,05).  В  то  же  время  отмечены 
негативные  тенденции  в  регуляции  клеточного 
гомеостаза  по  маркерам  апопотоза,  когда,  на-
ряду  с  нарушением  процесса  запуска  апоптоза 

ТАБЛИЦА 2. ИЗМЕНЕНИЕ МАРКЕРОВ АПОПТОЗА У ДЕТЕЙ В УСЛОВИЯХ ЭКСПОЗИЦИИ СТРОНЦИЕМ (n = 15)

TABLE 2. THE CHANGE OF APOPTOSIS MARKERS IN CHILDREN UNDER STRONTIUM EXPOSURE (n = 15)

Показатель
Index

Референтный интервал
Reference interval

Группа наблюдения
Observation group

CD3+CD95+ лимфоциты, 109/л
CD3+CD95+ lymphocytes, 109/l 0,4-0,7 0,159±0,025* **

CD3+CD95+ лимфоциты, %
CD3+CD95+ lymphocytes, % 15,0-25,0 7,2±1,15* **

Bax, % 5,0-9,0 6,753±1,224

Bcl-2, % 1,0-1,5 0,389±0,065*

TNFRI+, % 1,0-1,5 0,36±0,077*

p53, % 1,2-1,8 0,424±0,201*

Примечание. * – различие достоверно относительно референтного интервала (p < 0,05); ** – различие 
достоверно относительно группы сравнения (p < 0,05).

Note. *, the difference is reliable relative to the reference interval (p < 0.05); **, the difference is reliable relative to the comparison 
group (p < 0.05).
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при уменьшении количества CD95+ лимфоцитов 
и TNFRI+ клеток (кратность снижения в 2,78 раза 
относительно  нормы),  наблюдалось  нарушение 
баланса  апоптогенных  белков  Bax  и  Bcl-2,  свя-
занное  со  снижением  экспрессии  Bcl-2  в  сред-
нем в 2,57 раза, а также уменьшение экспрессии 
транскрипционного фактора р53 в 2,83 раза отно-
сительно референтного интервала (p < 0,05).

Заключение
Результаты  исследований  иммунной  регуля-

ции  у  детского  населения,  проживающего  в  ус-
ловиях  внешнесредового  воздействия  стронция, 
выявили  изменения  иммунной  реактивности, 
гиперчувствительности и апоптоза, которые про-
явились:

1)  повышением  активности  фагоцитарного 
звена  иммунитета  по  критерию  фагоцитарного 
числа и фагоцитарного индекса;

2)  снижением  продукции  сывороточных  им-
муноглобулинов IgG и повышением IgМ, возрас-

танием уровня специфических антител к строн-
цию по критерию IgG; 

3)  угнетением  содержания  активационного 
маркера  CD95,  TNFRI,  а  также  регуляторных 
белков апоптоза Bcl-2 и р53.

Таким образом, показана способность строн-
ция влиять на важнейшие показатели иммунной 
регуляции  у  детского  населения  при  повышен-
ном содержании металла в источниках питьевого 
водоснабжения.  Данные  литературы  также  под-
тверждают возможность функциональных изме-
нений  иммунной  реактивности  под  воздействи-
ем  стронция  [5,  6,  10].  В  нашем  исследовании 
у обследованной группы детского населения вы-
явлены существенные сдвиги параметров как гу-
морального, так и клеточного звена иммунитета 
на  фоне  повышения  специфической  сенсиби-
лизации к металлу, а также нарушение процесса 
запуска  и  регуляции  апоптоза.  Указанные  изме-
нения  могут  служить  в  качестве  индикаторных 
параметров  состояния  здоровья  населения  в  ус-
ловиях внешнесредовой экспозиции стронцием.
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АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ 
МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ С КЛИНИЧЕСКИМИ 
ПРОЯВЛЕНИЯМИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ У ДЕТЕЙ
Лебеденко А.А.1, Шкурат Т.П.2, Машкина Е.В.2, Семерник О.Е.1, 
Дрейзина Т.К.2, Тюрина Е.Б.1
1 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Южный федеральный университет», г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. В рамках данного исследования проведено изучение ассоциации различных полиморф-
ных вариантов генов металлопротеиназ с клиническими проявлениями бронхиальной астмы у детей. 

Были обследованы 103 пациента, среди которых 42 ребенка с установленным диагнозом «бронхи-
альная астма» и 61 человек контрольной группы. Всем пациентам проведено генетическое исследо-
вание методом аллель-специфичной полимеразной цепной реакции. Анализировали полиморфные 
локусы генов ММР20 320A>C, MMР20 Val275Ala и -8202A>G гена MMР9. 

Установлено, что среди больных 30 (71,43%) человек имели бронхиальную астму легкой степени 
тяжести, 9 (21,43%) детей со среднетяжелым течением и 3 (7,14%) человека с тяжелым течение за-
болевания. Установлено, что среди детей, страдающих бронхиальной астмой, наиболее часто реги-
стрируется гомозиготный вариант С/С полиморфизма гена ММР20 320A>C, гетерозиготный вариант 
полиморфизма Val275Ala гена MMР20 и гетерозиготный вариант полиморфного локуса -8202A>G гена 
MMР9. При этом в целом отмечено, что частоты исследуемых аллелей и генотипов среди больных де-
тей не имеют статистически значимых отличий от контрольной группы (р > 0,05). Однако у пациен-
тов с генотипом GG по полиморфизму -8202A>G гена MMР9 и являющихся гомозиготами по С-аллелю 
полиморфизма 320A>C гена ММР20 наблюдается более тяжелое течение заболевания, сопряженное 
с поливалентной сенсибилизацией и повышенным уровнем общего IgE в сыворотке крови. 

Частоты аллелей и генотипов среди больных бронхиальной астмой не имеют статистически зна-
чимых отличий от группы здоровых пациентов. При этом к более тяжелому клиническому течению 
заболевания  предрасположены  пациенты,  являющиеся  гомозиготами  по  G-аллелю  полиморфизма 
-8202A>G гена MMР9 и гомозиготами по С-аллелю гена ММР20 (320A>C).

Ключевые слова: бронхиальная астма, генетика, дети, диагностика, металлопротеиназы, полиморфизм гена
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ASSOCIATION OF MATRIX METALLOPROTEINASES GENE 
POLYMORPHISM WITH CLINICAL MANIFESTATIONS OF 
BRONCHIAL ASTHMA IN CHILDREN
Lebedenko A.A.a, Shkurat T.P.b, Mashkina E.V.b, Semernik O.E.a, 
Dreyzina T.K.b, Tyurina E.B.a 
a Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation  
b Southern Federal University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract.  In  the  present  study,  we  have  examined  association  between  different  polymorphic  variants  of 
metalloproteinases genes and clinical manifestations of bronchial asthma in children. 

We observed 103 patients including 42 children with an established diagnosis of asthma. Moreover, 61 persons 
were examined in the control group. All patients underwent genetic testing by allele-specific polymerase chain 
reaction. In particular, 320A>C polymorphic locus of ММР20 gene; Val275Ala ММР20, and -8202A>G gene 
ММР9 were analyzed. 

We have found that 30 patients (71.4% of total) had bronchial asthma of mild severity, 9 children (21.4%) 
exhibited moderate degree,  and 3 patients  (7%) had  severe-grade disease. Homozygous C/C variant of  the 
polymorphic  ММР20  gene, 320A>C  heterozygous  variant  of  the ММР20  Val275Ala polymorphism,  and 
heterozygous locus of -8202A>G ММР9 gene were found to be most frequent among the children with asthma. 
Generally, we have observed that the frequencies of the studied alleles and genotypes did not significantly differ 
berween the asthma patients and children from the control group (p < 0.05). However, in patients with GG-
genotype of -8202A>G ММР9 polymorphism combined with homozygosity for the C allele of ММР20 320A>C, 
a more severe disease was observed, being combined with polyvalent sensitization and high total IgE levels in 
blood serum. 

In conclusion, frequencies of alleles and genotypes among patients with asthma did not show any statistically 
significant  differences  from  the  group  of  healthy  children.  The  patients  homozygous  for  G  allele  of  ММР9 
-8202A>G polymorphism gene and for the C allele ММР20 gene (320A>C) seem to be predisposed for a more 
severe clinical course of the disease.

Keywords: asthma, genetics, children, diagnostics, metalloproteinase, gene polymorphism

Введение
Бронхиальная  астма  (БА)  является  одной 

из  социально  значимых  проблем  современной 
педиатрии [1]. Значительная распространенность 
заболевания и тяжесть его клинических проявле-
ний  диктует  необходимость  всестороннего  из-
учения  патогенетических  механизмов,  лежащих 
в его основе [2, 3]. Известно, что нарушения про-
ходимости дыхательных путей, возникающие при 
обострении  заболевания,  создают  препятствие 
для движения воздуха, а следовательно, требуют 
не только дополнительных усилий при дыхатель-
ном  маневре,  но  и  через  какой-то  промежуток 
времени запускают механизмы ремоделирования 
в  бронхолегочной  системе.  Важную  роль  в  дан-
ном процессе играют матриксные металлопроте-
иназы (ММП), основная функция которых свя-
зана с обменом белков межклеточного матрикса. 
Являясь  цитокиновыми  протеиназами,  они 

оказывают  влияние  на  морфогенез,  резорбцию, 
миграцию, адгезию и пролиферацию различных 
клеток и тканей. В настоящее время выделено 5 
основных  подсемейств  ММП:  коллагеназы,  же-
латиназы,  стромелизины,  матрилизины  и  мем-
бранно-связанные протеиназы [4]. Наибольший 
клинический  интерес  представляет  изучение 
ММП-9 и ММП-20 у детей, страдающих БА.

ММП-9, или желатиназа В, относится ко вто-
рому  подсемейству  матриксинов  и  представляет 
собой коллагеназу IV типа. Впервые она была об-
наружена в нейтрофилах и макрофагах, но также 
определяется  в  фибробластах  и  Т-лимфоцитах 
на фоне их стимуляции цитокинами. Особенно-
стью  данного  фермента  является  то,  что  он  ин-
тенсивно  гидролизует  желатины  (из  различных 
типов  коллагенов),  ряд  белков  соединительно-
тканного  матрикса  (в  том  числе  энтактин,  кол-
лаген  VI,  V  и  XI  типов,  активирующий  пептид 
соединительной ткани III, эластин, а также IL-8, 
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пластиночный  фактор-4,  субстанцию  Р,  амило-
идный пептид Р), способствуя тем самым ремо-
делированию тканей [5]. В зависимости от места 
расщепления  этих  молекул  ММП-9  может  по-
нижать  или  повышать их  биологическую  актив-
ность [6]. Так как коллаген IV формирует базаль-
ную пластину, а коллаген V – интерстициальную 
ткань, активация ММП-9 в периоде обострения 
заболевания приводит к деструкции тканей брон-
хов.  При  этом  исследованиями  Протасова  М.В. 
и соавт. (2008) показано, что дезорганизации тка-
ней  также  способствует  избыточная  активация 
нейтрофилов,  секретирующих  ММП-9  [4].  По-
мимо этого, ММП-9 оказывает цитостатическое 
влияние на фибробласты, способствуя тем самым 
антагонизму  между  процессами  острого  воспа-
ления  и  репаративного  гистогенеза.  ММП-20 
(энамелизин)  также  задействована  в  процессах 
ремоделирования тканей и относится к секрети-
руемым матриксным металлопротеиназам, одна-
ко ее функции до конца не изучены. Важно отме-
тить, что в обычных условиях данные ферменты 
содержатся  в  тканях  в  незначительных  количе-
ствах и их продукция контролируется на уровне 
транскрипции  и  посттрансцеллюлярном  уров-
не [7, 8, 9]. В связи с этим можно предположить, 
что  в  процессах  регуляции  ремоделирования 
бронхолегочной системы, инициированных дан-
ными  ферментами,  и  проявлениях  заболевания 
немаловажную  роль  играют  генетические  фак-
торы.  Поэтому  изучение  ассоциации  различных 
полиморфных  вариантов  генов  ММП  с  клини-
ческими проявлениями у детей, страдающих БА, 
представляет большой практический интерес.

Материалы и методы
В  рамках  данного  исследования  на  базе  пе-

диатрического  отделения  клиники  Ростовского 
государственного  медицинского  университета 
были обследованы 103 пациента, среди которых 
42  ребенка  с  установленным  диагнозом  БА  и  61 
человек  контрольной  группы  I  и  IIа  групп  здо-
ровья  соответствующего  пола  и  возраста.  Сред-
ний  возраст  обследованных  пациентов  составил 
11,0±0,73  лет.  Диагноз  БА  был  верифицирован 
согласно Национальной программе «Бронхиаль-
ная  астма  у  детей.  Стратегия  лечения  и  профи-
лактика»,  2017  [10].  Для  изучения  клинических 
особенностей  БА  больные  были  разделены  на  3 
группы: 1 группа – 30 (71,43%) человек, имеющих 
БА легкой степени тяжести, 2 группа – 9 (21,43%) 
детей  со  среднетяжелым  течением  и  3  (7,14%) 
больных с тяжелым течением заболевания.

Критерии  включения:  наличие  подтвержден-
ного  диагноза  БА,  поставленного  не  ранее  чем 
за 6 месяцев до обследования пациентов; отсут-
ствие  сопутствующей  хронической  патологии 
со стороны других органов и систем.

Критерии  исключения:  больные  с  неуточ-
ненным  диагнозом  БА;  больные  БА  с  другими 
хроническими и острыми заболеваниями легких 
(туберкулез,  острый  трахеобронхит,  пневмония 
и др.); возраст пациентов старше 18 лет.

Всем пациентам проведено комплексное кли-
нико-лабораторное  исследование,  включающее 
сбор  анамнестических  данных,  физикальный 
осмотр,  определение  общего  и  аллергенспеци-
фических  IgE,  а  также  исследование  функции 
внешнего  дыхания  с  применением  пикфлоуме-
трии,  спирографии  и  бодиплетизмографии.  Все 
исследования выполнены по стандартным мето-
дикам. 

Для  генетического  исследования  использо-
вали  образцы  ДНК,  выделенные  из  лейкоцитов 
периферической  крови  детей  термокоагуляци-
онным  методом  с  помощью  реагента  «ДНК-
экспресс-кровь»  (Литех,  Россия).  Определение 
полиморфных  вариантов  исследуемых  генов 
проводили  методом  аллель-специфичной  поли-
меразной цепной реакции с использованием на-
боров  реагентов  SNP-экспресс  (Литех,  Росcия). 
Анализировались  полиморфные  локусы  генов 
ММР20 320А>С,  MMP20Val275AlaC  и  -8202A>G 
гена ММР9.

Этическая экспертиза
Исследование проводили с соблюдением всех 

этических норм. От всех родителей детей и под-
ростков старше 15 лет было получено информи-
рованное  письменное  согласие  на  участие  в  ис-
следовании,  одобренное  Локальным  этическим 
комитетом  Ростовского  государственного  меди-
цинского университета.

Математическую  обработку  результатов  про-
водили  с  использованием  пакета  программ 
Microsoft  Office  Excel  2003,  Statistica  6.0  for 
Windows.  Частоты  аллелей  и  генотипов  поли-
морфных  локусов,  соответствие  распределения 
частот  генотипов  равновесию  Харди–Вайнберга 
(χ2)  определяли  по  стандартным  формулам  [11]. 
Достоверность различий в распределении частот 
аллелей  и  генотипов  между  группами  больных 
и здоровых лиц оценивали в соответствии с кри-
терием χ2. Ассоциацию определенных генотипов 
изученных генов с развитием БА выявляли, срав-
нивая  выборки  больных  и  здоровых  индивидов 
по  частоте  одного  признака,  с  использованием 
критерия χ2. Статистически значимыми считали 
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различия при р < 0,05. Силу ассоциаций оцени-
вали  в  значениях  показателя  отношения  шан-
сов (OR). 

Результаты
Анализ  результатов  проведенного  исследова-

ния  установил,  что  у  всех  обследованных  паци-
ентов была атопическая форма БА. Средняя про-
должительность заболевания составила 5,50±0,83 
года. Подавляющее большинство детей получали 
базисную  терапию  (88,09%).  При  этом  среднее 
количество  обострений  заболевания,  перене-
сенных  больными  за  год,  составило  2,68±0,25. 
Однако необходимо отметить, что многие паци-
енты  имели  сопутствующую  аллергопатологию: 
аллергический ринит (95,24%), атопический дер-
матит  (42,86%),  крапивницу  (11,90%),  пищевую 
(14,29%) и лекарственную (9,52%) аллергию. По-
ливалентная  сенсибилизация  играла  значимую 
роль  во  всех  группах  обследованных  пациентов, 
но у детей дошкольного возраста превалировала 
аллергическая  реакция  на  пищевые  продукты, 
тогда  как  у  пациентов  старшего  возраста  лиди-
ровали пыльцевые и бытовые аллергены. Аллер-
гены,  которые  провоцировали  астматические 
эпизоды  по  данным  аллергического  анамнеза 
во всех группах обследованных пациентов, мало 
отличались друг от друга. Однако у больных вто-
рой и третей групп достоверно чаще встречалась 
лекарственная аллергия (p = 0,02), при этом она 
наблюдалась на различные группы лекарств. В то 
время как в первой группе только у одного паци-
ента была зарегистрирована аллергическая реак-
ция  на  антибактериальные  препараты  пеницил-
линового ряда. Следует отметить, что при опросе 
большинство  пациентов  (85,71%)  связывали 
клинические проявления БА с неспецифически-
ми триггерами (физическая нагрузка, изменение 
влажности, холодный воздух, аэрополлютанты).

Исследование сезонности обострения в груп-
пе больных БА показало, что в основном наблю-
далась тенденция более частого обострения забо-
левания в летне-осенний период, что характерно 
для пыльцевой аллергии на сорные травы. Также 
у  трети  пациентов  частота  обострений  не  зави-
села  от  сезона,  что  связано  с  сенсибилизацией 
к бытовым аллергенам.

Средние  величины  функциональных  показа-
телей внешнего дыхания во всех группах обследо-
ванных пациентов демонстрировали смешанный 
тип  вентиляционных  нарушений  с  преоблада-
нием бронхиальной обструкции. Петля «поток–
объем»  у  всех  больных  была  типичной  обструк-
тивной формы.

Наследственная  предрасположенность  к  раз-
витию  атопических  заболеваний  установлена 
у 83,3% больных и встречалась с одинаковой ча-
стотой  во  всех  группах.  Среди  атопических  за-
болеваний  у  родственников  больных  по  частоте 
на первом месте преобладал аллергический ринит 
(45,24%),  затем  атопический  дерматит  (16,67%) 
и БА (14,29%).

Проведенное  генетическое  исследование 
позволило  изучить  ассоциацию  различных  по-
лиморфных  вариантов  генов  ММП  с  риском 
развития БА у детей и сопоставить различные ге-
нотипы  с  клиническими  проявлениями  заболе-
вания (табл. 1).

Установлено,  что  распределение  генотипов 
в контрольной группе детей по всем исследуемым 
полиморфизмам  соответствовало  теоретиче-
ски  ожидаемому  равновесию  Харди–Вайнберга. 
В  группе  детей  с  БА  равновесие  Харди–Вайн-
берга для генотипов по SNP 320А>С гена ММР20 
не  соблюдается  (χ2  =  3,99).  При  этом  среди  об-
следованных детей 23,8% являлись гомозиготами 
по А-аллелю, 42,9% – гомозиготами по С-аллелю 
и  33,3%  гетерозиготами  по  полиморфизму 
320А>С  гена  ММР20,  тогда  как  в  контрольной 
группе  более  половины  (50,8%)  являлись  гете-
розиготами,  и  процент  гомозигот  по  С-аллелю 
составил  всего  32,8%  от  всех  обследованных 
пациентов.  В  то  время  как  по  полиморфизму 
Val275Ala гена ММР20 и -8202A>G полиморфизму 
гена ММР9 столь значимых отличий установлено 
не было (р = 0,67, р = 0,53). В целом отмечено, 
что  частоты  исследуемых  аллелей  и  генотипов 
среди пациентов, страдающих БА, не имеют ста-
тистически значимых отличий от группы здоро-
вых детей (р > 0,05).

Несмотря на то что проведенный сравнитель-
ный  анализ  генетического  материала  не  выявил 
статистически  значимых  отличий,  у  пациентов 
с наличием 320С аллеля гена ММР20 гораздо чаще 
регистрировалось среднетяжелое и тяжелое тече-
ние  заболевания.  А  также  установлено,  что  го-
мозиготы по G-аллелю полиморфизма -8202A>G 
гена  ММР9  более  предрасположены  к  тяжелым 
проявлениям заболевания и большинство из них 
относится  ко  второй  и  третьей  группам  обсле-
дованных  пациентов.  Важно  отметить,  что  кли-
нические  проявления  бронхообструктивного 
синдрома у носителей различных аллелей также 
имели  достоверно  значимые  отличия.  Так,  у  де-
тей с наличием G-аллеля гена ММР9 средние зна-
чения  величины  пиковой  скорости  выдоха  со-
ставили 46±16,49 л/мин, в отличие от носителей 
АА-генотипа – 75,24±18,75 л/мин.
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Лабораторные исследования сыворотки крови 
больных показали, что у носителей А-аллеля гена 
ММР20 величина общего IgE значительно больше 
(746,24±213,41 МЕ/л) по сравнению с С-аллелем 
(413,44±200,22 МЕ/л, р > 0,05). Значения общего 
IgE  также  имеют  достоверно  значимые  отличия 
у  детей,  являющихся  гомозиготами  по  Val275  – 
аллелю  гена  ММР20 (708,39±187,23  МЕ/мл) 

и 275А1а аллелю (735,0±218,57 МЕ/мл) по срав-
нению  с  гетерозиготами  по  данному  (Val275Ala) 
полиморфизму (325,32±107,49 МЕ/мл, р > 0,05).

Сопоставление  анамнестических  данных 
и  результатов  генетического  исследования 
позволило  выявить,  что  наличие  мутантного 
G-аллеля  гена  ММР9  у  больных  БА  также 
ассоциировано  с  наличием  поливалентной 

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ГЕНОТИПОВ ПО ПОЛИМОРФИЗМУ ГЕНОВ MMP СРЕДИ ДЕТЕЙ 
С БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ И ЗДОРОВЫХ ПАЦИЕНТОВ
TABLE 1. FREQUENCY OF GENOTYPES FOR THE MMP POLYMORPHISMS AMONG CHILDREN  WITH BRONCHIAL ASTHMA 
AND HEALTHY PATIENTS

Генотип, аллель
Genotype, allele

Больные
Children with 

asthma 
(n = 42)

Здоровые
Healthy children

(n = 61)
χ2 p

OR

Знач. 95% CI

ММР20 320A>C

Аллель 320A
Allele 320A 0,405 0,418

0,04 0,85

0,95 0,54-1,67

Аллель 320C
Allele 320C 0,595 0,582 1,06 0,60-1,86

A/A 0,238 0,164

3,13 0,21

1,59 0,60-4,25

A/С 0,333 0,508 0,48 0,21-1,09

С/С 0,429 0,328 1,54 0,68-3,46

MMР20 Val275Ala

Аллель Val275
Allele Val275 0,583 0,525

0,69 0,41

1,27 0,72-2,22

Аллель 275Ala
Allele 275Ala 0,417 0,475 0,79 0,45-1,38

Val/Val 0,310 0,246

0,79 0,67

1,37 0,57-3,30

Val/Ala 0,548 0,557 0,96 0,44-2,12

Ala/Ala 0,143 0,197 0,68 0,23-1,98

MMР9 8202A>G 

Аллель 8202A
Allele 8202A 0,452 0,508

0,62 0,43

0,80 0,46-1,4

Аллель 8202G
Allele 8202G 0,548 0,492 1,25 0,7-2,18

А/А 0,214 0,230

1,25 0,53

0,92 0,3-2,36

А/G 0,476 0,557 0,72 0,3-1,59

G/G 0,310 0,213 1,66 0,68-4,1
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сенсибилизации  и  менее  значимым  ответом 
на базисную терапию. В то время как у носителей 
275А1а  аллеля  гена  ММР20  наиболее  часто 
регистрировалась  аллергическая  реакция 
на пыльцевые и бытовые аллергены. 

Обсуждение
Известно, что ММП играют центральную роль 

в  обмене  белков  соединительной  ткани,  в  про-
цессах нормального развития и ремоделирования 
клеточного матрикса, поэтому в настоящее вре-
мя  активно  изучается  их  роль  при  хронических 
заболеваниях, в том числе и бронхолегочных пу-
тей [12, 13, 14]. Установлено, что базальные уров-
ни  ММП  обычно  низки  и  их  экспрессия  может 
индуцироваться  различными  провоцирующи-
ми  факторами  (цитокинами,  хемокинами,  воз-
действием  различных  факторов  внешней  среды 
и др.) [15]. При этом ММП сами принимают ак-
тивное  участие  в  процессах  воспаления  и  могут 
обладать как про-, так и противовоспалительной 
активностью  (особенно  это  касается  ММР-9). 
Чрезмерная  экспрессия  ММП  отмечается  при 
различных  патологических  состояниях,  харак-
теризующихся  избыточным  фиброзом,  включая 
идиопатический  легочный  склероз,  БА,  экспе-
риментальный билиарный фиброз, хронический 
панкреатит  [7, 15]. Установлено их повышенное 
содержание  в  культурной  среде  альвеолярных 
макрофагов  у  пациентов  с  идиопатическим  ле-
гочным фиброзом или БА [7]. Проведенные нами 
исследования  также  выявили  определенную  за-
кономерность наследования, сопряженную с тя-
жестью  течения  и  клиническими  проявлениями 
заболевания. Нами установлено, что у пациентов 
гомозигот  GG  пo  полиморфизму  -8202A>G  гена 
ММР9  отмечаются  более  тяжелые  клинические 
проявления  заболевания,  сопряженные  с  по-
ливалентной  сенсибилизацией  и  повышенным 
уровнем общего IgE в сыворотке крови. В то вре-

мя как у гетерозиготных носителей данных алле-
лей  преимущественно  зарегистрировано  легкое 
течение БА и более высокие показатели функции 
внешнего  дыхания.  Можно  предположить,  что 
у  детей  с  GG-генотипом  процессы  ремоделиро-
вания  бронхов  могут  протекать  более  активно, 
приводя  к  деградации  внеклеточного  матрикса 
и,  следовательно,  развитию  осложнений.  Также 
нами отмечено, что у детей, являющихся гомози-
готами по С-аллелю полиморфизма 320А>С гена 
ММР20,  отмечается  более  тяжелое  течение  за-
болевания  и  минимальный  ответ  на  противо-
воспалительную  терапию.  Несмотря  на  неодно-
родность  и  фрагментарность,  полученные  нами 
результаты могут позволить приблизиться к рас-
крытию патогенетических механизмов БА, лежа-
щих в основе данного заболевания. Дальнейшее 
проведение  генетических  исследований  в  этом 
научном  направлении  представляет  не  только 
клинический, но и практический интерес.

Заключение
Проведенные  нами  исследования  позволи-

ли установить, что среди детей, страдающих БА, 
наиболее часто регистрируется гомозиготный ва-
риант С/С  полиморфизма  320А>С  гена  ММР20, 
гетерозиготный  вариант  Val275Ala  гена  ММР20 
и гетерозиготный вариант полиморфного локуса 
-8202A>G  гена  ММР9.  Однако  частоты  аллелей 
и генотипов у больных детей не имеют статисти-
чески значимых отличий от группы здоровых па-
циентов. Отмечено, что у пациентов с генотипом 
GG по полиморфизму -8202A>G гена ММР9 и яв-
ляющихся  гомозиготами  по  С-аллелю  полимор-
физма  320А>С  гена  ММР20  наблюдается  более 
тяжелое течение заболевания, сопряженное с по-
ливалентной  сенсибилизацией  и  повышенным 
уровнем общего IgE в сыворотке крови.
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ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ У БОЛЬНЫХ 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ В СОЧЕТАНИИ С ОЖИРЕНИЕМ
Антонюк М.В.1, 2, Гвозденко Т.А.1, Новгородцева Т.П.1, Виткина Т.И.1, 
Гельцер Б.И.2, Юренко А.В.1, Минеева Е.Е.1, Кнышова В.В.1 
1 Научно-исследовательский институт медицинской климатологии и восстановительного лечения – 
Владивостокский филиал ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания», 
г. Владивосток, Россия  
2 ФГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия

Резюме. Сочетание бронхиальной астмы (БА) и ожирения является трудно контролируемым фе-
нотипом. В понимании механизмов влияния ожирения на БА актуально изучение характера воспали-
тельного процесса с учетом тяжести заболевания. Цель исследования – установление особенностей 
цитокинового профиля у больных бронхиальной астмой (БА) легкой степени тяжести в сочетании 
с ожирением. В исследовании на условиях добровольного информированного согласия участвовали 
53 пациента с БА легкой степени тяжести, частично контролируемого течения. 1-ю группу наблю-
дения составили 27 пациентов с БА, имеющих нормальную массу тела, 2-ю группу – 26 пациентов 
с БА в сочетании с ожирением. Группу контроля – 25 практически здоровых добровольцев. Всем па-
циентам  проводилось  клинико-лабораторное обследование  в  соответствии со  стандартом обследо-
вания для БА и ожирения. В сыворотке крови методом проточной цитометрии определяли TNFα, 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10. Рассчитывали индексы соотношения провоспалительных и противовоспали-
тельных цитокинов – TNFα/IL-4, TNFα/IL-10, IL-6/IL-4, IL-6/IL-10. У больных БА с ожирением 
(2-я группа) выявлено повышение уровня IL-2 по сравнению с контролем и 1-ой группой, соответ-
ственно, на 38% и 44% (p < 0,05). У пациентов в обеих группах статистически значимо была увеличена 
концентрация провоспалительных цитокинов TNFα и IL-6. В 1-й группе по сравнению с контролем 
уровень TNFα был увеличен в 2,5 раза (p < 0,05), IL-6 – на 30 % (p < 0,05). Во 2-ой группе содержание 
TNFα и IL-6 превышало контрольные значения в 3 раза (p < 0,05). Уровень противовоспалительного 
цитокина IL-4 оказался повышенным у пациентов с БА независимо от массы тела. При этом у боль-
ных с ожирением концентрация этого цитокина на 29% превышала показатели пациентов, имеющих 
нормальную массу тела. Уровень цитокина IL-10 у пациентов 2-й группы был снижен относительно 
пациентов  1-ой  группы  более  чем  в  2  раза.  У  пациентов  1-ой  группы  выявлено  снижение  индекса 
IL-6/IL-10 в сравнении с контрольными показателями, что свидетельствует о дисбалансе за счет ак-
тивации противовоспалительного цитокина IL-10. При БА с ожирением (2-я группа) индексы TNFα/
IL-10  и  IL-6/IL-10  превышали  показатели  как  группы  контроля  (в  2,3  и  5,5  раза  соответственно), 
так и 1-ой группы (в 2,6 и 2,5 раза соответственно). Динамика этих индексов подтверждает системный 
характер воспаления и преобладание неатопического типа воспаления у больных БА с ожирением. 
Таким образом, особенностями цитокинового профиля при БА с ожирением явилось значительное 
увеличение провоспалительных цитокинов IL-2, IL-6, TNFα и относительное снижение противоспа-
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лительного цитокина IL-10. Формирование БА на фоне ожирения, даже при легкой степени тяжести 
БА, сопровождается развитием цитокинового дисбаланса, характерного для смешанного типа воспа-
ления с преобладанием нейтрофильного.

Ключевые слова: фенотип, бронхиальная астма, ожирение, воспаление, цитокиновый профиль, тип иммунного ответа

FEATURES OF CYTOKINE PROFILE IN PATIENTS WITH 
BRONCHIAL ASTHMA COMBINED WITH OBESITY
Antonyuk M.V.a, b, Gvozdenko T.A.a, Novgorodtseva T.P.a, Vitkina T.I.a, 
Geltser B.I.b, Yurenko A.V.a, Mineeva E.E.a, Knyshova V.V.a 
a Research Institute of Medical Climatology and Rehabilitation Treatment, Far Eastern Scientific Center of Physiology 
and Pathology of Respiration, Vladivostok, Russian Federation  
b Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Combination of bronchial asthma (BA) and obesity is a difficult-to-control phenotype. Studies 
of inflammatory process with respect to severity of the disease are important for understanding the potential 
influence of obesity on the BA clinical course. The objective of this study was to determine cytokine profile in 
patients with mild BA combined with obesity. The study involved fifty-three patients with partially controlled 
mild BA. The patients were recruited as volunteers and signed an informed consent. The first observation group 
consisted of 27 asthma patients with normal body weight, the second observation group consisted of 26 patients 
with BA combined with obesity. A control group included 25 healthy volunteers. All the patients underwent 
clinical and  laboratory examination  in accordance with clinical  standards  for BA and obesity. The  levels of 
TNFα, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 were evaluated in blood serum by means of flow cytometry. The ratios of pro- 
and anti-inflammatory cytokines (TNFα/IL-4, TNFα/IL-10, IL-6/IL-4, IL-6/IL-10) were calculated. 

Asthma patients with obesity (the 2nd group) had elevated levels of IL-2 over control group and group 1, by 
38% and 44% respectively(p < 0.05). The concentration of proinflammatory cytokines TNFα and IL-6 was 
significanty increased in the both patient groups. Mean TNFα level was increased 2.5 times (p < 0.05), and 
IL-6 levels were increased by 30% (p < 0.05) in the 1st group as compared to the controls. TNFα and IL-6 
concentrations showed a 3-fold  increase over control values (p < 0.05)  in  the 2nd group. The  level of anti-
inflammatory cytokine IL-4 was increased in patients with BA, independently of body mass. It should be noted 
that the concentration of this cytokine in obese patients was higher by 29% than in patients with normal body 
weight. IL-10 levels in patients from the 2nd group were reduced more than 2 times than in the 1st group. The 
patients of the 1st group showed a decrease in the IL-6/IL-10 index, in comparison with control parameters, 
thus  indicative  of  an  imbalance  due  to  the  elevation  of  the  anti-inflammatory  IL-10  cytokine.  Among  BA 
patients with obesity (group 2) the TNFα/IL-10 and IL-6/IL-10 indexes were higher than those of the control 
group (2.3- and 5.5-fold, respectively) and the group 1 (2.6- and 2.5-fold, respectively). Dynamics of these 
indexes  confirms  the  systemic  nature  of  inflammation  and  a  predominance  of  non-atopic  inflammation  in 
asthma patients with obesity. Thus, features of the cytokine profile in BA with obesity consist of a significant 
increase in pro-inflammatory IL-2, IL-6, TNFα cytokines, and a relative decrease in anti-inflammatory IL- 10 
cytokine.  The  development  of  BA  with  obesity,  even  in  mild-severity  BA,  is  accompanied  by  development 
of  a  cytokine  disbalance,  which  is  typical  for  a  mixed-type  inflammation,  with  a  prevalence  of  neutrophil 
inflammation.

Keywords: phenotype, bronchial asthma, obesity, inflammation, cytokine profile, type of immune response

Введение
Современный  взгляд  на  проблему  брон-

хиальной  астмы  (БА)  характеризуется  попыт-
ками  выделить  отдельные  клинические  фе-
нотипы  и  развитием  персонализированного 
подхода  к  профилактике  и  лечению  болезни 
(Global  Initiative  for  Asthma  (GINA)  2016)  [11]. 
В  последнее  десятилетие  внимание  исследова-
телей  привлекает  фенотип  БА,  ассоциирован-

ный с ожирением. Доказано, что при ожирении 
повышается риск развития бронхиальной астмы 
и  ухудшается  контроль  над  ней,  при  этом  фор-
мируется трудноконтролируемый фенотип с про-
явлениями дозозависимости или резистентности 
к ингаляционным глюкокортикостероидам [2, 7]. 

Обзор  литературных  источников  по  вопро-
сам патогенеза ассоциации бронхиальной астмы 
и  ожирения  свидетельствуют  о  неоднозначных 
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и порой противоречивых результатах исследова-
ния. В литературе обсуждаются различные меха-
низмы патогенетического воздействия ожирения 
на  течение  БА:  механические,  иммунологиче-
ские, генетические, гормональные. Высказанные 
гипотезы отвечают не на все вопросы о механиз-
мах взаимного влияния БА и ожирения [1, 2, 3, 5, 
8, 14].

В  настоящее  время  наибольший  вес  приоб-
рела  иммунологическая  гипотеза,  рассматрива-
ющая  воспаление  как  ключевой  фактор  взаи-
мосвязи  БА  и  ожирения.  Способствовали  этому 
результаты изучения жировой ткани как метабо-
лически активного органа. Исследования в этом 
направлении привели к формированию концеп-
ции ожирения как хронического системного вос-
палительного  процесса  [8,  15].  В  ряде  исследо-
ваний  был  продемонстрирован  специфический 
характер воспалительного процесса при наличии 
ожирения. Особенность данного воспаления за-
ключается в том, что оно не вполне соответствует 
общепринятому  патофизиологическому  пред-
ставлению  об  этом  процессе.  Для  его  описания 
были предложены специальные термины – мета-
воспаление  или  паравоспаление.  Молекулярно-
клеточные механизмы, участвующие в патогенезе 
как ожирения, так и БА во многом совпадают, и, 
следовательно,  существует  большая  вероятность 
того,  что  они  могут  иметь  определенное  вза-
имное  влияние.  Очевидно,  что  повышение  при 
ожирении  некоторых  провоспалительных  цито-
кинов, которые играют роль в отдельных звеньях 
патогенеза  бронхиальной  астмы,  усиливает  вос-
палительные явления в стенке бронхов [13, 14]. 

Несмотря  на  определенные  успехи,  вопросы 
патогенетической  взаимосвязи  и  фенотипиче-
ских особенностей БА с ожирением остаются от-
крытыми. Важным в понимании механизмов вза-
имного влияния БА представляется детализация 
вопроса  о  характере  воспалительного  процесса 
с  учетом  тяжести  заболеваний,  периодов  обо-
стрения и ремиссий.

Целью настоящего исследования явилось уста-
новление  особенностей  цитокинового  профиля 
у больных бронхиальной астмой легкой степени 
тяжести в сочетании с ожирением. 

Материалы и методы
В  исследовании  на  условиях  добровольного 

информированного согласия участвовали 53 па-
циента  с  БА  легкой  степени  тяжести,  частично 
контролируемого  течения.  Среди  обследован-
ных  18  мужчин  и  35  женщин  в  возрасте  20-65 
лет  (средний  возраст  48,7±2,7  лет).  В  1-ю  груп-
пу  наблюдения  были  включены  27  пациентов 
с  БА,  имеющих  нормальную  массу  тела  (НМТ), 
во 2-ю группу – 26 пациентов с БА в сочетании 

с алиментарно-конституциональным ожирением 
1-2 степени. Группу контроля составили 25 прак-
тически  здоровых  добровольцев,  сопоставимых 
по полу и возрасту с обследованными больными. 

Диагноз  БА  устанавливался  в  соответствии 
с классификацией и критериями международного 
консенсуса  по  вопросам  диагностики  и  лечения 
БА  (GINA,  2016).  Для  диагностики  алиментар-
но-конституционального  ожирения  и  определе-
ния его степени рассчитывали индекс массы тела 
(ИМТ),  индекс  отношения  окружности  талии 
(ОТ)  и  обхвата  бедер  (ОБ).  Согласно  рекомен-
дациям  ВОЗ,  алиментарно-конституциональное 
ожирение  диагностировали  при  ИМТ  ≥  30,  аб-
доминальный тип ожирения – при индексе ОТ/
ОБ у мужчин более 0,9, у женщин – более 0,8.

Критерии  включения  в  исследование:  БА 
легкой  степени  тяжести,  частично  контролиру-
емого  течения,  наличие  нормальной  массы  тела 
или  алиментарно-конституционального  ожире-
ния I-II степени, возраст от 18 до 65 лет. Крите-
рии  исключения  из  исследования:  БА  средней 
и  тяжелой  степени  тяжести,  неконтролируемо-
го  течения,  хроническая  обструктивная  болезнь 
легких, профессиональные заболевания бронхо-
легочной  системы,  эндокринные  заболевания, 
алиментарно-конституциональное ожирение 3-4 
степени, заболевания внутренних органов в ста-
дии декомпенсации. 

Всем  пациентам,  включенным  в  исследо-
вание,  после  ознакомления  и  подписания  ими 
информированного  согласия  проводилось  об-
щепринятое  клинико-лабораторное  обследова-
ние  в  соответствии  со  стандартом  обследования 
для  БА  и  ожирения.  Исследование  функции 
внешнего дыхания (ФВД) проводили на аппарате 
Master Screen Body (Care Fusion, Германия). Оце-
нивали жизненную емкость легких (ЖЕЛ), фор-
сированную жизненную емкость легких (ФЖЕЛ), 
объем форсированного выдоха за первую секунду 
(ОФВ1) и соотношение этих параметров ОФВ1/
ФЖЕЛ.  Для  исследования  обратимости  об-
струкции  использовали  пробу  с  сальбутамолом 
(400 мкг). Для определения уровня контроля над 
заболеванием использовали тест ACQ-5 (Asthma 
Control Questionnaire), количество баллов от 0,75 
до 1,5 свидетельствовало о частично контролиру-
емой БА. Определяли пиковую скорость выдоха 
(ПСВ).

Цитокиновый  профиль  оценивали  по  содер-
жанию  в  сыворотке  крови  туморнекротизирую-
щего фактора (TNFα), интерлейкинов (IL) IL-2, 
IL-4,  IL-6,  IL-10,  определяемых  методом  про-
точной  цитометрии  (тест-системы  фирмы  BD, 
США)  на  цитометре  BD  FACS  Canto  II,  США). 
Для  обработки  данных  использована  программа 
FCAP  3  (BD,  США).  Для  определения  цитоки-
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нового  баланса  рассчитывали  индексы,  показы-
вающие соотношения провоспалительных и про-
тивовоспалительных  процессов  –  TNFα/IL-4, 
TNFα/IL-10, IL-6/IL-4, IL-6/IL-10.

Статистическую  обработку  данных  проводи-
ли  с  использованием  стандартного  пакета  ста-
тистических программ Statistica 6.1 для Windows. 
Количественные  показатели  описывали  в  тер-
минах среднего значения и стандартной ошибки 
среднего  (M±m).  Для  решения  проблемы  мно-
жественных  сравнений  использовали  поправку 
Бонферрони. Показатели оценивали с помощью 
t-критерия для независимых выборок. Различия 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты
При  исследовании  цитокинового  профиля 

(табл.  1)  в  группе  пациентов  с  БА  в  сочетании 
с алиментарно-конституциональным ожирением 
(2-я группа) выявлен повышенный уровень IL- 2: 
относительно  контрольной  группы  –  на  38% 
(p < 0,05), относительно пациентов с БА и НМТ 
(1-я  группа)  –  на  44%  (p  <  0,05).  В  1-ой  группе 
уровень IL-2 статистически достоверно не отли-
чался от показателей контрольной группы. 

У  пациентов  в  обеих  группах  выявлено  ста-
тистически  значимое  увеличение  провоспали-
тельных  цитокинов  TNFα  и  IL-6  по  сравнению 
с контролем. В 1-й группе отмечено повышение 
уровня TNFα в 2,5 раза (p < 0,05) по сравнению 
с контролем. В то время как показатели IL-6 пре-
вышали показатели контрольной группы на 30% 
(p < 0,05). При этом во 2-ой группе содержание 
TNFα и IL-6 превышало контрольные значения 
в 3 раза (p < 0,05). 

Уровень  противовоспалительного  цитокина 
IL-4  оказался  повышенным  у  пациентов  с  БА 
независимо от массы тела. Так, содержание IL-4 
в  1-й  группе  превышало  контрольные  значения 
в 2 раза  (p < 0,05), во 2-й второй группе – в 2,7 
раза (p < 0,05). У пациентов 2-ой группы уровень 
этого цитокина по сравнению с 1-ой группой был 
выше на 29% (p < 0,05). 

Показатели противовоспалительного цитоки-
на IL-10 у пациентов 2-ой группы статистически 
значимо не отличались от значений группы кон-
троля.  Тогда  как  у  пациентов  с  БА  и  НМТ  (1-я 
группа)  установлено  повышение  уровня  IL-10 
в  2,9  раза  (p  <  0,05)  по  сравнению  с  контролем 
и 2,3 раза (p < 0,05) по сравнению со 2-й группой. 

Оценка цитокинового баланса по результатам 
соотношения про- и противовоспалительных ци-
токинов выявила значимые отличия в исследуе-
мых группах. У пациентов 1-ой группы индексы 
соотношения цитокинов IL-6/IL-4, TNFα/IL-10, 
TNFα/IL-4  не  отличались  статистически  досто-
верно от показателей контрольной группы. В то 

время как индекс IL-6/IL-10 (0,52±0,04 усл. ед.) 
статистически достоверно был ниже показателей 
контрольной группы (1,14±0,06 усл. ед., p < 0,05). 
Во 2-й группе индексы TNFα/IL-10 и IL-6/IL- 10 
превышали  показатели  группы  контроля  в  2,3 
и 5,5 раза соответственно (p < 0,05) и были выше, 
чем в 1-й группе в 2,6 и 2,5 раза соответственно 
(p < 0,05). 

Обсуждение
Преимущественная  связь  БА  с  ожирением 

становится  более  очевидной,  если  ее  подробнее 
рассмотреть  с  позиции  воспаления.  И  астма, 
и  ожирение  представляют  собой  заболевания, 
формирующие в организме устойчивый воспали-
тельный процесс. Известно, что при БА воспале-
ние сосредоточено преимущественно в дыхатель-
ных  путях.  На  сегодняшний  день  доказано,  что 
жировая  ткань  является  метаболически  высоко-
активным органом и участвует в депонировании 
жиров,  их  мобилизации  и  в  регуляции  метабо-
лических  процессов.  Активность  адипоцитов 
не ограничивается влиянием на метаболические 
процессы.  Предполагается,  что  в  условиях  ожи-
рения  большие  объемы  жировой  ткани  стано-
вятся  постоянным  источником  значительных 
количеств  провоспалительных  цитокинов,  син-
тезируемых как самими адипоцитами, так и ми-
грировавшими  в  жировую  ткань  макрофагами, 
что  приводит  к  формированию  и  поддержанию 
в  организме  хронического  вялотекущего  воспа-
лительного процесса [12, 13].

Известно,  что  цитокины,  являясь  регулятор-
ными  посредниками  системного  воспаления, 
контролируют  процессы  иммунной  и  воспали-
тельной  реактивности  за  счет  поддержания  ба-
ланса  между  провоспалительными  (IL-1,  IL-6, 
IL-8,  TNFα  и  др.)  и  их  эндогенными  антагони-
стами,  противовоспалительными  цитокинами 
(IL-4, IL-10, IL-13 и др.). В случае неспособности 
регулирующих систем к поддержанию гомеостаза 
деструктивные эффекты цитокинов (TNFα, IL-1, 
IL-6, IL-10, IFNγ) и других медиаторов воспале-
ния начинают доминировать, что приводит к то-
тальному  развитию  системного  воспаления  [9]. 
Таким образом, исследование цитокинового ста-
туса позволяет определить характер течения вос-
палительного  процесса,  прогнозировать  исход 
заболевания и оценить эффективность терапии. 

Выявленное  у  всех  пациентов  повышение 
цитокина TNFα  свидетельствует о напряженно-
сти  иммунитета.  При  межгрупповом  сравнении 
уровень этого цитокина у пациентов с БА и ожи-
рением на 14% превышал показатели пациентов 
1-ой  группы.  При  БА  цитокин  TNFα  является 
сильным  индуктором  воспаления  и  определя-
ет  тяжесть  бронхиальной  гиперреактивности.  
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Он  способен  индуцировать  не  только  собствен-
ный синтез, но и продукцию лептина, IL-6, IL-1, 
IL-2 и его рецепторов, IL-3, IL-8, IL-10 и других 
острофазных реактантов. По литературным дан-
ным, при ожирении концентрация TNFα увели-
чивается преимущественно в адипоцитах висце-
ральной жировой ткани, провоцируя обострения 
БА [6, 10, 12]. 

Важную  роль  в  реализации  механизмов  им-
мунного  ответа  играет  IL-2,  который  принима-
ет  участие  в  дифференцировке  и  пролиферации 
Т-лимфоцитов  и  является  одним  из  ключевых 
факторов  в  развитии  иммунного  ответа.  В  на-
стоящем  исследовании  цитокиновый  профиль 
пациентов с БА в сочетании с алиментарно-кон-
ституциональным  ожирением  характеризовался 
высоким  уровнем  цитокина  IL-2  (относительно 
контрольной  группы  –  на  38%,  относительно 
1-ой  группы  –  на  44%),  тогда  как  у  пациентов 
с БА и НМТ уровень IL-2 не отличался от пока-
зателей контрольной группы. На синтез данного 
цитокина влияют не только антигены или мито-
гены,  но  и  ряд  других  биологически  активных 
соединений. К ним относятся в том числе и ци-
токины  IL-6,  TNFα,  продуцируемые  другими 
классами  клеток.  Повышение  этих  цитокинов 
и  стимулирует  в  большей  степени  повышение 
уровня IL-2 во 2-ой группе [9]. 

Характерным  явилось  существенное  увеличе-
ние уровня цитокина IL-6 в обеих группах. Однако 
во 2-ой группе при сочетанной патологии уровень 
IL-6 был почти в 2,5 раза выше, чем в 1-ой группе. 

Известно,  что  IL-6  является  одним  из  наиболее 
активных цитокинов, участвующих в реализации 
иммунного  ответа  и  воспалительной  реакции, 
обладает  способностью  стимулировать  реакции, 
контролируемые Т-хелперами типа Th2. Это дает 
основание предполагать, что иммунные реакции, 
опосредованные  Th2- хелперами,  могут  усили-
ваться или как минимум существенным образом 
изменяться под воздействием постоянного избы-
точного  синтеза  IL-6  у  пациентов  с  ожирением. 
По  литературным  данным,  около  30%  данного 
цитокина синтезируется в жировой ткани, а так-
же  установлена  прямая  корреляционная  связь 
IL-6 с индексом Кетле [5, 6]. 

Преобладание  уровней  провоспалительных 
цитокинов  у  больных  БА,  имеющих  ожирение, 
подтверждает связь ожирения и системного вос-
паления, на фоне которого может поддерживать-
ся гиперреактивность в бронхах. 

В  процессах  воспаления  различного  генеза 
активно  участвуют  противовоспалительные  ци-
токины,  одним  из  которых  является  IL-4.  По-
вышение  продукции  IL-4  является  ключевой 
в  развитии  аллергопатологии.  Следует  учесть, 
что  IL-4  принимает  участие  в  ограничении  вос-
палительного  ответа,  подавляя  секрецию  про-
воспалительных  цитокинов  и  регулируя,  таким 
образом,  тяжесть  повреждения  тканей.  Вместе 
с  тем  повышение  уровня  противовоспалитель-
ного цитокина IL-4 выше референтных значений 
свидетельствует о присоединении аллергическо-
го компонента воспалительной реакции. Отмече-

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ У ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ (М±m) 
TABLE 1. INDICATORS OF CYTOKINE PROFILE IN SURVEYED PATIENTS (М±m)

Исследуемый
показатель (пг/мл)

Parameter studied (pg/ml)

Группа
контроля

Control group 
(n = 25)

1-я группа
БА с НМТ

1 group
Bronchial asthma with 
normal body weight

(n = 27)

2-я группа
БА с ожирением

2 group
Bronchial asthma with

obesity
(n = 26)

IL-2 28,3±1,4 25,0±1,2 45,4±2,5* #

IL-4 75,5±3,8 155,9±6,3* 201,7±9,7* #

IL-6 37,8±1,9 49,0±2,3* 119,8±6,1* #

IL-10 33,1±1,6 95,0±4,2* 41,9±2,8* #

TNFα 46,5±2,3 117,7±5,4* 137,5±6,6* 
TNFα/IL-4 0,62±0,04 0,83±0,08 0,75±0,06 
TNFα/IL-10 1,42±0,05 1,24±0,08 3,26±0,16* #

IL-6/IL-4 0,50±0,04 0,31±0,09 0,59±0,18 
IL-6/IL-10 1,14±0,06 0,52±0,04* 2,86±0,16* #

Примечание. * p – достоверность различий с контрольной группой (p < 0,05); # p – достоверность различий 
с 1-ой группой (p < 0,05).

Note. * p, significance of differences with the control group (p < 0.05); # p, significance of differences with the 1 group.
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но  статистически  значимое  превышение  уровня 
этого цитокина у пациентов 2-ой группы на 29% 
по сравнению с 1-ой группой. Увеличение уровня 
IL-4, вероятно, сопряжено с аллергическим ком-
понентом  и  сохраняющейся  у  наблюдаемых  па-
циентов бронхоконстрикцией. Увеличение уров-
ня  цитокинов  на  фоне  системного  воспаления 
создает  предпосылки  для  усиления  воспаления 
в  стенке  бронхов  и  при  определенных  условиях 
может способствовать моделированию дыхатель-
ных  путей  и  отягощать  течение  БА  в  сочетании 
с ожирением [4, 5, 14]. 

Напротив,  уровень  противоспалительного 
цитокина  IL-10  у  пациентов  с  БА  в  сочетании 
с  ожирением  был  снижен  относительно  паци-
ентов 1-ой группы более чем в 2 раза. Это может 
рассматриваться как один из факторов, увеличи-
вающих  степень  воспалительной  реакции  в  ор-
ганизме и предрасполагающих к более тяжелому 
течению астмы у тучных пациентов [3]. 

О цитокиновом балансе позволяют судить ин-
дексы соотношения про- и противовоспалитель-
ных  процессов.  Снижение  индекса  IL- 6/ IL-10 
у пациентов 1-ой группы в сравнении с контроль-
ными показателями свидетельствует о дисбалан-
се за счет более выраженной активации противо-
воспалительного цитокина IL-10. Это указывает 
на преобладание аллергических реакций и более 
стабильное течение БА у лиц с нормальной мас-
сой тела. При БА с ожирением (2-я группа) о ци-

токиновом дисбалансе свидетельствовали индек-
сы TNFα/IL-10 и  IL-6/IL-10,  значения которых 
в несколько раз превышали показатели как груп-
пы  контроля  (в  2,3  и  5,5  раза  соответственно), 
так и 1-ой группы (в 2,6 и 2,5 раза соответствен-
но).  Динамика  этих  индексов  подтверждает  си-
стемный  характер  воспаления  и  преобладание 
не  атопического  типа  воспаления  у  больных  БА 
с ожирением. 

Заключение
Механизм формирования БА на фоне ожире-

ния, даже при легкой степени тяжести БА, сопро-
вождается  развитием  цитокинового  дисбаланса, 
характерного  для  смешанного  типа  воспаления 
с преобладание нейтрофильного. Характерными 
особенностями  цитокинового  профиля  при  БА 
с  ожирением  является  значительное  увеличение 
провоспалительных  фракций  цитокинов  IL-2, 
IL-6, TNFα и относительное снижение противо-
спалительного цитокина IL-10. Большие объемы 
жировой ткани становятся постоянным источни-
ком значительных количеств провоспалительных 
цитокинов, синтезируемых как самими адипоци-
тами,  так  и  мигрировавшими  в  жировую  ткань 
макрофагами.  Таким  образом,  ожирение  приво-
дит к формированию и поддержанию в организме 
системного  воспаления  и  является  негативным 
отягощающим  фактором  развития  и  прогресси-
рования БА
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МЕЖГЕННЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ 
IL1, IL1RA, IL6, IL10 И TNFА У БОЛЬНЫХ СИНДРОМОМ 
РАЗДРАЖЕННОГО КИШЕЧНИКА И НЕСПЕЦИФИЧЕСКИМ 
ЯЗВЕННЫМ КОЛИТОМ РУССКОЙ ПОПУЛЯЦИИ 
ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ
Сташкевич Д.С., Беляева С.В., Филиппова Ю.Ю., Бурмистрова А.Л.
ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия

Резюме.  В  основе  развития  мультифакторных  заболеваний  (неспецифический  язвенный  колит 
и  синдром  раздраженного  кишечника)  лежат  сложные  межгенные  взаимодействия,  которые  необ-
ходимо учитывать при прогнозировании риска развития неблагоприятного течения патологического 
процесса. Индивидуальные генетические полиморфизмы являются слабым фактором риска развития 
болезни и не могут быть использованы в качестве прогностической модели развития мультифактор-
ных патологий, особенно в случаях редких аллелей. Но хорошо известно, что опасным является соче-
тание неблагоприятных аллелей нескольких генов с аддитивным эффектом, поэтому идентификации 
таких полиморфизмов придается большое значение.

Ранее нами был проведен комплекс исследований по оценке ассоциации аллелей и генотипов ге-
нов цитокинов IL1β, TNFα, IL1rа, IL10, IL6 с предрасположенностью/устойчивостью к неспецифи-
ческому язвенному колиту и синдрому раздраженного кишечника у русских Челябинской области, 
в ходе которого установлены особенности распределения аллелей и генотипов данных генов при НЯК 
и  СРК.  В  исследовании  использовались  следующие  методы:  выделение  образцов  ДНК  из  цельной 
крови,  проведение  генотипирования  исследуемых  полиморфизмов  генов  с  помощью  ПЦР,  ПДРФ. 
В продолжение был проведен сравнительный анализ межгенных взаимодействий генов цитокинов 
IL1β,  TNFα, IL1rа, IL10, IL6  с  использованием  метода  сокращения  многофакторной  размерности 
у  больных  синдромом  раздраженного  кишечника  и  неспецифическим  язвенным  колитом.  Анализ 
основан на использовании комбинации полиморфных локусов генов IL1β, TNFα, IL1rа, IL10, IL6, 
выбранных для анализа межгенных взаимодействий, в отношении риска развития предрасположен-
ности к СРК и НЯК. В результате исследования для СРК была установлена четырехлокусная модель 
IL1β(+3953)*Т/TNFα(-308)*A/IL10(-1082)*G/IL6(-174)*G,  которая  характеризовалась  90%  воспро-
изводимостью и точностью предсказания 74,53%. Данная модель генных взаимодействий между ге-
нами  цитокинов  IL1β,  TNFα, IL1rа, IL10, IL6  при  СРК  имела  наибольший  потенциал  предикции 
(p < 0,001), в то время как модель для НЯК не имела статистической значимости. 
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Установлены  следующие  виды  взаимодействий:  синергичное  взаимодействие  между  генами 
IL1β(+3953)*Т и TNFα(-308)*A, в то время как IL6(-174)*G и IL10(-1082)*G, TNFα(-308)*A находят-
ся в антагонистических взаимоотношениях. Проведенное исследование позволило установить, что 
из полиморфных вариантов генов полиморфизм -174 G/C IL-6 может играть центральную роль и фор-
мировать межгенные взаимодействия с SNPs IL1β, TNFα, IL10 в реализации предрасположенности 
к синдрому раздраженного кишечника у русских Челябинской области. 

Ключевые слова: межгенные взаимодействия, цитокины, генетический полиморфизм, СРК, НЯК, метод сокращения 
многофакторной размерности

INTERGENIC INTERACTIONS OF CYTOKINE GENES IL1, 
IL1RA, IL6, IL10 AND TNFА IN PATIENTS WITH IRRITABLE 
BOWEL SYNDROME AND ULCERATIVE COLITIS IN RUSSIAN 
POPULATION OF THE CHELYABINSK REGION
Stashkevich D.S., Belyaeva S.V., Filippova Yu.Yu., Burmistrova A.L.
Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Сomplex intergenic interactions should be taken into account when predicting the risk of adverse 
course in a pathological process. This presumption is at the heart of evolving multifactorial diseases (ulcerative 
colitis  and  irritable  bowel  syndrome).  A  single  genetic  polymorphism  seems  to  be  a  weak  risk  factor  when 
predicting the disease evolution and it could not be used as a prognostic model for development of multifactorial 
pathologies, especially in cases of rare alleles. However, it is well known that the combination of unfavorable 
alleles of several genes with an additive effect is dangerous. Therefore, identification of such polymorphisms is 
very important.

Previously we conducted a  test panel,  in order  to evaluate associations of alleles and genotypes of  some 
cytokine genes (IL1β, TNFα, IL1rа, IL10, IL6) with predisposal, or resistance for ulcerative colitis and irritable 
bowel syndrome in the Russian Chelyabinsk region. Distribution of alleles and genotypes of these genes have 
been assessed in irritation bowel disease (IBD) and ulcerative colitis (UC). The following methods were used: 
isolation of DNA samples from whole blood, genotyping of the studied gene polymorphisms with PCR, RFLP. 
A comparative analysis of intergenic interactions between the cytokine genes IL1β, TNFα, IL1ra, IL10, IL6 
in the IBD and UC patients was carried out by the Multifactor Dimensionality Reduction method. The analysis 
is based on the use of polymorphic loci of IL1β, TNFα, IL1ra, IL10, IL6 combinations chosen for analysis of 
intergenic interactions, with respect to the risk for IBS and UC predisposition. As a result of this study, a four-
locus model IL1β(+3953)*Т/TNFα(-308)*A/IL10(-1082)*G/IL6(-174)*G was identified for IBS, which was 
characterized by 90% repeatability and prediction accuracy of 74.5%. This model of gene interactions between 
the cytokine IL1β, TNFα, IL1ra, IL10, IL6 genes had the greatest prediction potential (p < 0.001) in IBS, 
whereas the model for UC was not statistically significant.

The following types of genetic interactions were established: synergism between the IL1β(+3953)*Т and 
TNFα(-308)*A  loci,  whereas  IL6(-174)*G и IL10(-1082)*G, TNFα(-308)*A  seem  to  be  in  antagonistic 
relationships. The study made it possible to establish that the -174G/C IL-6 polymorphism may play a central 
role  and  provide  intergenic  interactions  with  SNPs of IL1β,  TNFα, IL10  for  predisposal  to  irritable  bowel 
syndrome in Chelyabinsk Region of Russia.

Keywords: intergenic interaction, cytokines, genetic polymorphism, IBD, UC, multifactor dimensionality reduction

Введение
Все  происходящие  в  организме  процессы 

осуществляются за счет координированной экс-
прессии  различных  групп  генов,  составляющих 
основу так называемых генных сетей. Поддержа-
ние определенного функционального состояния 
генной сети или ее переход в другой режим функ-

ционирования, в том числе и под влиянием фак-
торов  внешней  среды,  обеспечивает  адаптацию 
организма к изменяющимся условиям среды [2].

Нарушения  в  локальных  генных  сетях,  об-
условленные  мутациями  в  генах  или  аллельным 
полиморфизмом,  могут  нарушить  или  исказить 
работу  целостной  генной  сети  организма  [1], 
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в  результате  чего  возможен  переход  к  развитию 
патологических  процессов,  лежащих  в  основе 
мультифакторных заболеваний. 

Существующие  на  сегодня  данные  позволя-
ют  предположить,  что  полиморфные  гены  ци-
токинов,  участвуя  в  формировании  межгенных 
взаимодействий,  составляющих  основу  для  ло-
кальных  генных  сетей,  обеспечивающих  гомео-
стаз физиологических параметров организма [2], 
способны принимать активное участие в форми-
ровании адаптивных иммунных ответов на пато-
логические состояния человека. 

Известно,  что  анализ  ассоциаций  отдельных 
полиморфных вариантов генов не дает достаточ-
но полного представления о механизмах форми-
рования  предрасположенности  к  заболеванию, 
так  как  в  основе  развития  мультифакторных  за-
болеваний (таких как воспалительные заболева-
ния кишечника: неспецифический язвенный ко-
лит и синдром раздраженного кишечника) лежат 
сложные межгенные и ген-средовые взаимодей-
ствия,  которые  необходимо  учитывать  при  про-
гнозировании риска развития неблагоприятного 
течения процесса [1, 5, 6].

Синдром раздраженного кишечника (СРК) – 
распространенное мультифакторное заболевание 
желудочно-кишечного тракта с выраженным из-
менением  баланса  в  отношении  сигналов  воз-
буждения/торможения активности мозга. Сегод-
няшние  представления  о  патофизиологии  СРК 
позволяют  предположить,  что  в  его  патогенезе 
одну  из  важных  ролей  играют  воспалительные 
реакции  [7].  Распространенность  СРК  в  мире 
составляет  11,2%  (95%  ДИ  9,8-12,8),  по  данным 
метаанализа 80 исследований с участием 260 960 
человек.  Обычно  СРК  встречается  в  молодом 
возрасте, чаще – у женщин [3]. Еще одной частой 
патологией  желудочно-кишечного  тракта  с  ау-
тоиммунным  компонентом  является  неспеци-
фический  язвенный  колит  (НЯК),  частота  ко-
торого достигает 8-15 новых случаев на 100 тыс. 
населения ежегодно в странах Европы, Северной 
Америки  и  Австралии,  а  распространенность  – 
80-120 человек на 100 тыс. населения [3].

Ключевыми модуляторами иммунного ответа 
и  воспалительных  реакций,  протекающих  в  ки-
шечнике  при  данных  заболеваниях,  являются 
цитокины, обладающие свойством формировать 
цитокиновые  сети  определенных  направленно-
стей [5, 6, 8].

Ранее нами был проведен комплекс исследо-
ваний  по  оценке  ассоциации  аллелей  и  геноти-
пов  генов  цитокинов  IL1β, TNFα, IL1ra, IL10, 
IL6  с  предрасположенностью/устойчивостью 
к  неспецифическому  язвенному  колиту  и  син-
дрому  раздраженного  кишечника  у  русских  Че-
лябинской области, в ходе которого установлены 

особенности распределения аллелей и генотипов 
данных генов при НЯК и СРК [4]. 

В  связи  с  вышеизложенным  цель –  сравни-
тельный  анализ  межгенных  взаимодействий  ге-
нов цитокинов IL1β, TNFα, IL1ra, IL10, IL6 ме-
тодом сокращения многофакторной размерности 
(Multifactor  Dimensionality  Reduction  –  MDR) 
у больных синдромом раздраженного кишечника 
и неспецифическим язвенным колитом.

Материалы и методы
Контингент обследуемых лиц
В  качестве  контрольной  группы  (66  чело-

век:  мужчин  –  39,  женщин  –  27,  средний  воз-
раст  –  34,6±0,75  лет)  использовали  популяци-
онную  выборку,  сформированную  случайным 
образом  на  основе  ДНК-банка  потенциальных 
доноров костного мозга ГБУЗ «Челябинская об-
ластная  станция  переливания  крови»,  прожива-
ющих  в  г.  Челябинске  и  Челябинской  области. 
Популяционная  принадлежность  определялась 
по  данным  генеалогического  анамнеза  до  тре-
тьего  поколения  (согласно  рекомендациям  8-го 
Международного  cимпозиума  в  1980  г.,  Лос-
Анджелес, США).

Выборка больных СРК состояла из 61 челове-
ка русской этнической группы с диагнозом СРК 
(мужчин – 19,6%, женщин – 80,3%, средний воз-
раст – 41,9±1,3 лет). Группа больных НЯК состо-
яла  из  165  человек  русской  этнической  группы 
(мужчин – 47,2%, женщин – 52,7%, средний воз-
раст – 43,4±1,6 лет).

В качестве биологического материала для ис-
следования использовалась венозная кровь, взя-
тая в пробирки с 0,5% раствором калиевой соли 
этилендиаминтетрауксусной  кислоты  (ЭДТА). 
Выделение  ДНК  проводили  с  использованием 
реагентов  PROTRANS  DNA  Box  500.  Опреде-
ление SNPs  в  полиморфных  сайтах  -1082G/A, 
-819С/Т и -592С/А гена IL10, -174G/C IL6 прово-
дилось аллель-специфической ПЦР (ООО НПФ 
«Литех»,  Москва),  VNTR IL1ra  –  методом  пря-
мой  амплификации  (ИХБиФМ  СО  РАН,  г.  Но-
восибирск), SNP IL1β и SNPs в промоторной об-
ласти TNFα –с помощью метода полиморфизма 
длин  рестрикционных  фрагментов  (ИХБиФМ 
СО  РАН,  г.  Новосибирск,  праймеры  производ-
ства  Синтол,  Москва,  рестриктазы:  TaqI,  BpiI, 
TaiI,  NcoI,  BamHI  Fermentas,  CША)  с  последу-
ющей УФ-детекцией результатов в 3% агарозном 
геле.

Статистическая обработка
Анализ  межгенных  взаимодействий  прове-

ден  методом  сокращения  многофакторной  раз-
мерности  (Multifactor  Dimensionality  Reduction, 
MDR)  в  среде  открытой  программы  MDR  2.0 
beta  8  [7].  Для  оценки  межгенных  взаимодей-
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ствий с помощью метода MDR был использован 
алгоритм всестороннего поиска (Exhaustive search 
algorithm), который рассматривал все возможные 
комбинации  полиморфных  локусов,  выбранных 
для  анализа  межгенных  взаимодействий,  в  от-
ношении  риска  развития  предрасположенности 
к  СРК  и  НЯК.  Учитывая  коэффициенты  пере-
крестной проверки CV (cross-validation) и ошиб-
ки  предсказания,  построены  оптимальные  мо-
дели  межгенных  взаимодействий.  В  программе 
MDR  мультилокусные  генотипы  суммируются 
в  группы  повышенного  и  пониженного  риска 
развития  заболевания,  что  уменьшает  размер-
ность  числа  рассчитываемых  параметров.  С  по-
мощью  многократного  перекрестного  пересчета 
вводимых  первичных  данных  выбирается  опти-
мальная модель межгенного взаимодействия, по-
зволяющая  с  наиболее  высокой  точностью  и, 
соответственно,  с  наименьшей  ошибкой  пред-
сказать  респонденту  наличие  или  отсутствие 
предрасположенности  к  определенным  болез-
ням.  Математической  базой  данной  программы 
является непараметрический кластерный анализ. 

Результаты и обсуждение
В  результате  исследования  установлено, 

что  модель  генных  взаимодействий  между  ге-
нами  цитокинов  IL1κ,  TNFα, IL1ra, IL10, IL6 
для СРК имела наибольший потенциал предик-
ции (p < 0,001), в то время как модель для НЯК 
не  имела  статистической  значимости.  В  табли-
це  1  представлены  характеристики  полученных 
моделей для СРК. 

Для  СРК  была  установлена  четырехлокус-
ная  модель  IL1β(+3953)*Т/TNFα(-308)*A/
IL10(-1082)*G/IL6*G,  которая  характеризова-
лась  90%  воспроизводимостью  (Cross-validation 
consistency)  и  точностью  предсказания  74,53% 
(Testing  balanced  accuracy).  Исходя  из  макси-
мальных  значений  коэффициента  перекрестной 
проверки  и  наименьшей  ошибки  предсказания, 
для  данного  анализа  оптимальным  межгенным 

взаимодействием является трехкомпонентная мо-
дель  IL1β(+3953)*Т,  TNFα(-308)*A, IL6(-174)*G,  
которая  характеризуется  коэффициентом  пере-
крестной  проверки  10/10  и  точностью  предска-
зания  73,44%.  Возможности  программы  MDR 
позволяют  представить  в  виде  дендрограммы 
вклад  каждого  полиморфизма  в  риск  развития 
СРК (рис. 1). 

Длинные  линии  в  дендрограмме  описывают 
слабую  взаимосвязь  между  генами.  И,  соответ-
ственно,  чем  короче  линии,  соединяющие  два 
предиктора,  тем  сильнее  взаимодействие.  Нами 
было  проанализировано  межгенное  взаимодей-
ствие генотипов в мультилокусных моделях. Ин-
формационную  ценность  отдельного  маркера 
и взаимодействия пары генов мы оценили с по-
мощью схемы Fruchterman–Rheingold (рис. 2). 

Согласно  схеме  Fruchterman–Rheingold, 
из  четырех  анализируемых  полиморфизмов 
(IL1β(+3953)*Т, TNFα(-308)*A IL10(-1082)*G, 
IL6(-174)*G) наибольшим предсказательным по-
тенциалом обладает полиморфизм IL6 – 12,73%. 
Остальные  гены  объясняют  только  0,51,  2,05 
и  1,08%  энтропии  соответственно.  Вероятно, 
вклад SNP -174 IL6 в развитие предрасположен-
ности  к  СРК  среди  исследуемых  генов  является 
максимальным.  Интересно,  что  данный  поли-
морфизм  имел  наибольший  предсказательный 
потенциал и для модели НЯК (11,37%), и его зна-
чение также было значительно выше, чем в кон-
трольной группе (7,76%). На рисунке 2 отражена 
сила влияния отдельных генов на развитие забо-
левания  с  помощью  показателя  энтропии  меж-
факторных  взаимодействий.  Наибольшее  влия-
ние имеют факторы с максимальным процентом 
энтропии.  Полиморфные  локусы IL6(-174)*G 
и  IL10(-1082)*G, TNFα(-308)*A имеют  сильный 
отрицательный  эффект.  Вероятно,  данные  меж-
генные взаимодействия в модели можно охарак-
теризовать  как  антагонистические.  Умеренное 
синергичное взаимодействие наблюдается между 
генами IL1β(+3953)*Т и TNFα(-308)*A.

ТАБЛИЦА 1. МОДЕЛИ МЕЖГЕННЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ ПРИ СИНДРОМЕ РАЗДРАЖЕННОГО КИШЕЧНИКА
TABLE 1. MODELS OF INTERGENIC INTERACTIONS IN IRRITABLE BOWEL SYNDROME

Модель
Model

Точность 
предсказания
 в обучающей 

выборке
Training balanced 

accuracy

Точность 
предсказания

 в тестовой 
выборке 

Testing balanced 
accuracy

Воспроиз-
водимость 

тестируемой 
модели 

CV consistency

IL6(-174)*G 0,6702 0,6702 10/10
TNFА(-308)*A / IL6(-174)*G 0,7014 0,6307 7/10
IL-1(+3953*T)/TNFα(-308)*A / IL6(-174)*G 0,7344 0,7344 10/10
IL1β(+3953)*T/TNFα(-308)*A / IL10(-1082)*G/IL6(-174)*G 0,7669 0,7453 9/10



925

Гены цитокинов у больных СРК и НЯК
Cytokine genes in IBD and ulcerative colitis2018, Vol. 20,  6

2018, Т. 20, № 6

Установленное  в  нашем  исследовании  синер-
гичное взаимодействие между SNPs IL1β(+3953)*Т  
и  TNFα(-308)*A  содержит  аллели,  отвечающие 
за  высокопродуктивные  варианты  обоих  ци-
токинов.  Антагонистические  взаимодействия  
IL6(-174)*G и  TNFα(-308)*A,  включающие  ал-
лели  высокой  продукции,  могут  быть  объясне-
ны  тем,  что,  согласно  литературным  данным, 
IL-6  снижает  экспрессию  TNFα.  Особенностью 
данных  генов  является  взаимодействие  между 
их белковыми продуктами [10]. Продукция IL-6 
активируется  провоспалительными  цитокинами 
(IL-1  и  TNFα),  а  подавляется  белками-супрес-
сорами опухоли (p53 и RB1) и гормонами-эстро-
генами. Сам же IL-6 ингибирует продукцию IL-1 
и  TNFα  и  активирует  противовоспалительные 
цитокины IL-1ra и IL-10 [10].

Заключение
Для  всех  включенных  в  исследование  по-

лиморфных  вариантов  генов  IL1κ,  TNFα, IL1ra, 
IL10, IL6 существует большое количество проти-
воречивых данных по их ассоциации с неспеци-
фическим  язвенным  колитом  и  синдромом  раз-
драженного кишечника [4, 5, 6, 8, 9].

Отдельные  исследования  показали  ассоциа-
цию SNP -1082G/A IL10 с предрасположенностью 
к СРК у европеоидов, а SNP -592С/A IL10 – у ази-

атов [8]. На роль генетических маркеров предрас-
положенности  к  НЯК  претендуют  SNPs  в  генах 
IL1β, -308 G/A TNFA [5, 9]. 

Следует  отметить,  что  изучению  межгенных 
взаимодействий  генов  IL1β, TNFα,  IL1ra, IL10, 
IL6 в ассоциации с предрасположенностью к не-
специфическому  язвенному  колиту  и  синдро-
му  раздраженного  кишечника  посвящено  очень 
мало исследований. 

Проведенное исследование позволило устано-
вить, что из полиморфных вариантов генов IL1κ, 
TNFα, IL1ra, IL10, IL6 полиморфизм -174G/C IL6 
может  играть  центральную  роль  и  формировать 
межгенные  взаимодействия  с SNPs IL1β,  TNFα, 
IL10 в реализации предрасположенности к син-
дрому раздраженного кишечника у русских Челя-
бинской области. 
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Рисунок 1. Дендрограмма межгенных взаимодействий
Figure 1. Dendrogram of intergenic interactions

Рисунок 2. График энтропии (Fruchterman–Rheingold), отражающий межгенные взаимодействия в четырехлокусной 
модели IL1β(+3953)*Т/TNFα(-308)*A/IL10(-1082)*G/IL6*G
Figure 2. The graph of entropy (Fruchterman–Rheingold), reflecting intergenic interactions in the four-locus model  
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ДИСБАЛАНС ПРИ РАКЕ 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И РАКЕ ЛЕГКОГО У ЖЕНЩИН 
В ПОСТМЕНОПАУЗЕ
Глушков А.Н.1, 3, Поленок Е.Г.1, Гордеева Л.А.1, Мун С.А.1, 
Костянко М.В.1, 3, Антонов А.В.2, Титов В.А.2, Вержбицкая Н.Е.4, 
Вафин И.А.5
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Кемерово, Россия  
2 ГБУЗ КО «Областной клинический онкологический диспансер», г. Кемерово, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия  
4 ГБУЗ КО OT «Кемеровское областное патологоанатомическое бюро», г. Кемерово, Россия  
5 ГКУЗ КО «Кемеровский областной центр крови», г. Кемерово, Россия

Резюме. Ранее были обнаружены ассоциации антител класса А, специфичных к бензо[а]пирену 
(IgA-Bp), эстрадиолу (IgA-Es) и прогестерону (IgA-Pg) c раком молочной железы (РМЖ) у женщин 
и с раком легкого (РЛ) у мужчин. Предположили, что IgA-Bp и IgA-Es стимулируют процессы иници-
ации и промоции, а IgA-Pg ингибируют канцерогенез у человека в естественных условиях. 

Цель  исследования  –  выявить  предполагаемые  ассоциации  иммунологического  дисбаланса 
с РМЖ и РЛ у женщин в постменопаузе.

Исследовали сывороточные антитела класса А, специфичные к бензо[а]пирену, эстрадиолу и про-
гестерону (IgA-Bp, IgA-Es и IgA-Pg) у 335 здоровых женщин, у 824 больных раком молочной железы 
(РМЖ) и 127 больных раком легкого (РЛ) с помощью неконкурентного иммуноферментного анализа. 

Превышение  уровней  IgA-Bp  и  IgA-Es  над  уровнями  IgA-Pg  ассоциировано  с  высоким  риском 
РМЖ (OR = 2,8 и 2,4 соответственно, p < 0,0001) и высоким риском РЛ (OR = 2,9 и 2,8 соответствен-
но, p < 0,0001). И наоборот, значения OR снижались до 0,3-0,4 для РМЖ и РЛ, если уровни IgA-Pg 
были больше, чем уровни IgA-Bp и IgA-Es (p < 0,0001). Это подтверждает предположение о том, что 
IgA-Bp и IgA-Es способны стимулировать, а IgA-Pg тормозить возникновение РМЖ и РЛ у женщин 
в постменопаузе. При этом баланс между IgA-Bp и IgA-Es с одной стороны и IgA-Pg с другой стороны 
имеет гораздо большее значение, чем содержание указанных антител каждого по отдельности.

Выявлен феномен «иммунологической интерференции» – взаимного усиления эффектов IgA-Bp 
и  IgA-Es,  стимулирующих  процессы  инициации  и  промоции  канцерогенеза,  при  слабом  антипро-
моторном действии IgA-Pg и ослабление взаимного проканцерогенного эффекта IgA-Bp и IgA-Es при 
выраженном действии IgA-Pg.

Ключевые слова: рак молочной железы, рак легкого, антитела, бензо[a]пирен, эстрадиол, прогестерон, канцерогенез
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IMMUNOLOGICAL IMBALANCE IN BREAST CANCER AND 
LUNG CANCER IN POSTMENOPAUSAL WOMEN
Glushkov A.N.a, c, Polenok E.G.a, Gordeeva L.A.a, Mun S.A.a, 
Kostyanko M.V.c, Antonov A.V.b, Titov V.A.b, Verzhbitskaya N.E.d, 
Vafin I.A.e
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation  
b Regional Clinical Oncology Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
c Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation  
d Regional Pathological Bureau, Kemerovo, Russian Federation  
e Regional Blood Transfusion Center, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Previous studies reported some associations between class A antibodies specific for benzo[a]pyrene 
(IgA-Bp), estradiol (IgA-Es) and progesterone (IgA-Pg) and breast cancer (BC) in women like as with lung 
cancer (LC) in men. It was suggested that IgA-Bp and IgA-Es may stimulate tumor initiation and promotion, 
whereas IgA-Pg may inhibit the in vivo human carcinogenesis.

The purpose of this study was to identify the suggested associations of such immunological imbalance with 
BC and LC in postmenopausal women.

The  serum  A-class  antibodies  specific  to  benzo[a]pyrene,  estradiol  and  progesterone  (IgA-Bp,  IgA-Es, 
IgA- Pg) were studied in 335 healthy women, 824 breast cancer (BC) patients and 127 cases of lung cancer (LC) 
by means of non-competitive solid phase immunoassay. The following results were obtained: Increased ratio 
of IgA-Bp and IgA-Es amounts exceeding the IgA-Pg levels was associated with a higher risk of breast cancer 
(OR = 2.8 and 2.4 respectively, p < 0.0001), and higher risk of LC (OR = 2.9 and 2.8, respectively, p < 0.0001). 
Conversely, the OR values decreased to 0.3-0.4 for BC and LC if IgA-Pg levels were higher than IgA-Bp and 
IgA-Es  levels  (p  <  0.0001).  These  findings  confirm  the  hypothesis  that  IgA-Bp  and  IgA-Es  are  capable  to 
stimulate, and IgA-Pg, to inhibit the BC and LC occurrence n postmenopausal women. The balance between 
IgA-Bp and IgA-Es, on the one hand, and IgA-Pg, on the other hand, is much more important than individual 
contents of these antibodies.

In conclusion, the phenomenon of “immunological interference” is revealed, i.e., the mutual enhancement 
of IgA-Bp and IgA-Es effects, thus, probably, stimulating the initial and subsequent events of carcinogenesis 
initiation  and  promotion,  with  a  weak  anticancer  effect  of  IgA-Pg,  and  by  weakening  the  mutual  pro-
carcinogenic effects of IgA-Bp and IgA-Es by the marked effect of IgA-Pg.

Keywords: breast cancer, lung cancer, antibodies, benzo[a]pyrene, estradiol, progesterone, carcinogenesis

Работа выполнена в рамках проекта VI.59.1.1. 
Программы фундаментальных научных исследо-
ваний СО РАН (гос. задание № 0352-2016-0001).

Введение
Рак  молочной  железы  (РМЖ)  и  рак  легкого 

(РЛ)  –  наиболее  распространенные  в  мире  он-
кологические  заболевания  и  причины  смерти 
у  женщин  в  постменопаузе  [24].  Показана  эф-
фективность  превентивного  назначения  селек-
тивных  модуляторов  эстрогеновых  рецепторов 
для профилактики РМЖ [18, 20, 23, 27]. Сформу-
лирована стратегия применения антиэстрогенов 
при лечении РЛ [7]. Снижение смертности от РЛ 
обнаружено  при  лечении  РМЖ  антиэстрогена-
ми  [8].  Поэтому  использование  антиэстрогено-
вых  препаратов  и  для  профилактики  РЛ  у  жен-

щин  в  постменопаузе  представляется  весьма 
перспективным.

В связи с вышеизложенным особое значение 
придается  разработке  информативных  методов 
определения индивидуальных рисков возникно-
вения РМЖ и РЛ. Известно, что пусковым меха-
низмом  малигнизации  клеток  (инициация  кан-
церогенеза) является образование аддуктов ДНК 
с метаболитами химических канцерогенов окру-
жающей среды [21] и эндогенных стероидов [10]. 
Кроме  того,  стероидные  гормоны  оказывают 
эпигеномное действие на пролиферацию клеток-
мишеней в фазе промоции канцерогенеза [7, 19]. 
Поскольку макромолекулярные аддукты способ-
ны индуцировать синтез антител к соответствую-
щим  гаптенам,  а  сами  антитела  модулируют  со-
держание в сыворотке и биологические эффекты 
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химических  канцерогенов  и  стероидных  гормо-
нов у иммунизированных животных [9, 11, 15, 17, 
22,  25],  индивидуальные  особенности  образова-
ния  специфических  антител  предположительно 
отражают индивидуальные особенности процес-
сов инициации и промоции канцерогенеза у че-
ловека и, возможно, принимают в них активное 
участие.

Ранее  обнаружили  ассоциации  антител  клас-
са  А,  специфичных  к  бензо[а]пирену  (IgA-Bp), 
эстрадиолу  (IgA-Es)  и  прогестерону  (IgA-Pg)  c 
РМЖ у женщин и с РЛ у мужчин [5, 6]. Предполо-
жили, что IgA-Bp и IgA-Es стимулируют процес-
сы инициации и промоции, а IgA-Pg ингибируют 
канцерогенез у человека в естественных услови-
ях  [14].  Поэтому  нарушение  баланса  между  ин-
гибирующими  и  стимулирующими  антителами 
может  быть  более  информативным  показателем 
индивидуального риска РМЖ и РЛ. 

Цель настоящего исследования  –  выявить 
предполагаемые ассоциации иммунологического 
дисбаланса с РМЖ и РЛ у женщин в постмено-
паузе. 

Материалы и методы
В обследовании приняли участие 1286 женщин 

в постменопаузе. Из них 824 женщины с диагно-
зом «инвазивная карцинома молочной железы», 
127 женщин с диагнозом «немелкоклеточный рак 
легкого»  (НМРЛ),  которые  поступили  на  лече-
ние  в  Областной  клинический  онкологический 
диспансер  г.  Кемерово.  Диагноз  РМЖ  и  НМРЛ 
в  каждом  случае  был  подтвержден  морфологи-
чески. Средний возраст больных РМЖ составил 
63,3±8,8 года, больных НМРЛ – 62,1±7,0. В груп-
пу сравнения были включены 335 здоровых жен-
щин  без  патологии  молочной  железы  и  органов 
дыхания (средний возраст – 58,1±5,6 лет). Забор 
периферической  крови  осуществлялся  согласно 
этическим  стандартам  в  соответствии  с  Хель-
синкской декларацией 1975 г. и «Правилами кли-
нической  практики  в  Российской  Федерации», 
утвержденными Приказом Минздрава РФ № 266 
от  19.06.2003  г.  Все  женщины,  участвовавшие 
в  исследовании,  дали  информированное  пись-
менное согласие на участие в нем.

Иммуноанализ  АТ  к  Bp,  Es  и  Pg  класса  А 
(IgА- Bp,  IgА-Es,  IgА-Pg)  проводили  с  помощью 
неконкурентного  иммуноферментного  анализа, 
подробная  методика  описана  в  работе  [2].  В  ка-
честве  антигенов  на  полистирольные  иммуно-
логические  планшеты  были  иммобилизованы 
конъюгаты Bp, Es и Pg с бычьим сывороточным 
альбумином  (BSA).  Конъюгат  Bp-BSA  был  син-
тезирован  по  методике,  описанной  в  работе  [2]. 
Конъюгат Es-BSA был синтезирован путем при-
соединения  BSA  к  эстрадиолхинонам,  получен-

ным  окислением  Es  солью  Фреми.  Коньюгат 
Pg-BSA был получен путем конъюгации гемиглу-
тарата 21-гидроксипрогестерона и BSA карбоди-
имидным способом. Иммунологические планше-
ты сенсибилизировали конъюгатами гаптен-BSA 
в течение ночи при комнатной температуре. Об-
разцы сыворотки крови в разведении 1:20 вноси-
ли по 100 мкл в лунки планшета в дублях, инку-
бировали 1 ч при 37 °С на шейкере. Cвязавшиеся 
АТ  выявляли  с  помощью  козьих  АТ  против  IgА 
человека, меченных пероксидазой хрена (Novex, 
США), разведение конъюгата 1:10000. Регистра-
цию адсорбированных на планшете АТ проводи-
ли с помощью субстратного буфера, содержащего 
тетраметилбензидин (TMB, США), на фотометре 
(Пикон, Россия) при длине волны 450 нм. Уров-
ни АТ выражали в относительных единицах и вы-
числяли по формуле: 

IgА-X = (ODX-BSA-ODBSA)/ODBSA,
где  X  =  Bp,  Es,  Pg;  ODX-BSA  –  связывание  АТ 

с  конъюгатом  гаптен-BSA,  ODBSA  –  фоновое 
связывание с BSA. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили  с  использованием  программы  Statistica  8.0 
(StatSoft  Inc.,  США).  Ненормальный  характер 
распределения  показателей  выявили  с  помо-
щью критерия Шапиро–Уилка, и в дальнейшем 
для  выявления  различий  между  группами  ис-
пользовали непараметрический критерий χ2 с по-
правкой Йейтса на непрерывность вариации. При 
расчете критерия χ2 исследуемые признаки груп-
пировались в четырехпольную таблицу (d.f. = 1). 
Для выявления пороговых значений уровней АТ 
(cut-off)  был  проведен  ROC-анализ  [16].  Ассо-
циации  исследуемых  АТ  с  РМЖ  и  РЛ  оценива-
ли  на  основании  величины  отношения  шансов 
(ОR) с доверительным интервалом (CI) при 95% 
уровне значимости. Для оценки влияния факто-
ров курения и возраста на риски возникновения 
РМЖ или РЛ использовали лог-регрессию. 

Результаты и обсуждение
Особый  интерес  к  исследованию  сывороточ-

ных  антител  класса  А  у  человека  обусловлен  их 
потенциальными способностями: усиливать про-
никновение  химических  канцерогенов  из  окру-
жающей  среды  через  поверхностный  эпителий, 
как это показано в экспериментах in vitro [12, 13]; 
модулировать  содержание  в  сыворотке  химиче-
ских канцерогенов и стероидных гормонов у им-
мунизированных животных [9, 11, 15, 17, 22, 25]; 
проникать из сыворотки в эпителиальные клетки 
и  переносить  в  них  сывороточные  канцерогены 
и гормоны.

В начале настоящей работы с помощью ROC-
анализа  мы  рассчитали  пограничные  значения 
(cut-off) уровней исследуемых антител, по кото-
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рым  сравниваемые  группы  имели  наибольшие 
различия: для IgA-Bp = 2, IgA-Es = 2, IgA-Pg = 2, 
для  соотношений  уровней  антител  IgA-Bp/IgA-
Pg = 1, IgA-Es/IgA-Pg = 1. Выяснилось, что высо-
кие уровни IgA-Bp у больных РМЖ встречались 
чаще,  чем  у  здоровых  женщин  (65,7%  против 
54,9%, р = 0,0008). Высокие уровни IgA-Pg, нао-
борот, обнаруживались чаще у здоровых (62,4%), 
чем у больных РМЖ (54,4%, р = 0,02) и у больных 
НМРЛ  (50,4%,  р  =  0,03).  Сравниваемые  группы 
не различались по уровням IgA-Es (рис. 1).

Значительно  более  достоверные  различия 
(р < 0,0001) проявились при анализе индивидуаль-
ных  соотношений  уровней  IgA-Bp  и  IgA-Es  к 
уровням IgA-Pg (позиции 1.1 и 1.2 в табл. 1). Пре-
вышение уровней IgA-Bp и IgA-Es над уровнями 
IgA-Pg  оказалось  ассоциированным  с  высоким 
риском  РМЖ  (OR  =  2,8  и  2,4  соответственно) 
и  высоким  риском  РЛ  (OR  =  2,9  и  2,8  соответ-
ственно).  И  наоборот,  значения  OR  снижались 
до  0,3-0,4  для  РМЖ  и  РЛ,  если  уровни  IgA-
Pg  были  больше,  чем  уровни  IgA-Bp  и  IgA-Es. 
Это  подтверждает  предположение  о  том,  что 
IgA- Bp  и  IgA-Es  способны  стимулировать, 
а  IgA-Pg  тормозить  возникновение  РМЖ  и  РЛ 
у  женщин  в  постменопаузе.  При  этом  баланс 
между IgA- Bp и IgA-Es с одной стороны и IgA-Pg 
с  другой  стороны  имеет  гораздо  большее  значе-
ние, чем содержание указанных антител каждого 
по отдельности.

Однако эти утверждения можно считать кор-
ректными  только  при  определенных  условиях. 
Анализ четырех возможных комбинаций указан-
ных  соотношений  показал  следующее.  Сниже-

ние рисков РМЖ и РЛ до значений OR = 0,4 и 0,3 
имело  место  только  при  одновременно  низких 
уровнях  IgA-Bp  и  IgA-Es  по  сравнению  с  инди-
видуальным  уровнем  IgA-Pg  (комбинация  2.1). 
Частота обнаружения комбинаций 2.2 и 2.3, ког-
да уровни IgA-Pg превышали таковые только IgA-
Es, но не IgA-Bp, или только IgA-Bp, но не IgA-Es, 
оказалась сопоставимой в сравниваемых группах 
(р > 0,05). В то же время только одновременное 
повышение  индивидуальных  уровней  и  IgA-Bp, 
и IgA-Es над уровнем IgA-Pg (комбинация соот-
ношений 2.4) было ассоциированным с высоки-
ми рисками РМЖ и РЛ (OR = 2,9 и 3,1). 

С  помощью  лог-регрессии  рассчитали  риски 
РМЖ и РЛ с учетом факторов курения и возраста. 
Выяснилось,  что  значения  OR  для  комбинаций 
соотношений исследуемых антител 2.1 и 2.4 оста-
ются  прежними,  0,3  и  3,1  (р  <  0,0001)  при  этих 
заболеваниях.  Вероятно,  образование  антител 
против  химических  канцерогенов  и  стероидных 
гормонов  не  зависит  от  канцерогенной  нагруз-
ки  и  происходит  даже  при  минимальных  коли-
чествах  соответствующих  аддуктов  независимо 
от их локализации в органах и тканях. Индивиду-
альные особенности соотношений указанных ан-
тител  и  их  комбинаций,  очевидно,  обусловлены 
иными  конституциональными  особенностями 
реакции  иммунной  системы  на  аддукты  низко-
молекулярных  соединений  с  макромолекулами 
организма. 

Таким  образом,  у  43,6%  здоровых  женщин 
(комбинация  соотношений  2.1)  стимулирующее 
действие  IgA-Bp  и  IgA-Es  на  процессы  инициа-
ции  и  промоции  канцерогенеза  в  молочной  же-

Рисунок 1. Частота встречаемости (%) высоких (> 2) уровней антител к бензо[a]пирену, эстрадиолу и прогестерону 
(IgA-Bp, IgA-Es, IgA-Pg) у здоровых женщин, больных раком молочной железы (РМЖ) и раком легкого (НМРЛ)
Figure 1. Frequency (%) of high (> 2) antibodies levels to benzo[a]pyrene, estradiol and progesterone (IgA-Bp, IgA-Es, IgA-Pg) at 
the healthy women, breast cancer (BC) patients and patients with lung cancer (NSCL)
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ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО СЛУЧАЕВ (n) И ЧАСТОТА (%) ОБНАРУЖЕНИЯ НИЗКИХ (≤) И ВЫСОКИХ (>) СООТНОШЕНИЙ 
УРОВНЕЙ АНТИТЕЛ К БЕНЗО[A]ПИРЕНУ, ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ (IgA-Bp/IgA-Pg, IgA-Es/IgA-Pg), А ТАКЖЕ 
ВОЗМОЖНЫХ КОМБИНАЦИЙ ЭТИХ СООТНОШЕНИЙ У ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН, БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ) И РАКОМ ЛЕГКОГО (НМРЛ) 
TABLE 1. CASES QUANTITY (n) AND FREQUENCY (%) OF LOW (≤) AND HIGH (>) RATIOS OF ANTIBODIES LEVELS TO 
BENZO[A]PYRENE, ESTRADIOL AND PROGESTERONE (IgA-Bp/IgA-Pg, IgA-Es/IgA-Pg), AND ALSO POSSIBLE COMBINATIONS 
OF THESE RATIOS AT THE HEALTHY WOMEN, BREAST CANCER (BC) PATIENTS AND PATIENTS WITH LUNG CANCER 
(NSCL)

Соотношения антител 
и их комбинации
Antibody ratios and 

combinations thereof

Здоровые
женщины

Healthy
women

(n = 335)

Больные 
РМЖ
BC 

patients
(n = 824)

Больные 
НМРЛ
NSLC

patients
(n = 127)

OR (95%CI)
(р)

n/% n/% n/% РМЖ РЛ

1.1. IgА-Bp/IgA-Pg ≤ 1
IgА-Bp/IgA-Pg > 1

207/61,8
128/38,2

304/36,9
520/63,1

45/35,4
82/64,6

0,4 (0,3-0,5)
(< 0,0001) 

2,8 (2,1-3,6)
(< 0,0001)

0,3 (0,2-0,5)
(< 0,0001) 

2,9 (1,9-4,5) 
(< 0,0001)

1.2. IgА-Es/IgA-Pg ≤ 1
IgА-Es/IgA-Pg > 1

185/55,2
150/44,8

281/34,1
543/65,9

39/30,7
88/69,3

0,4 (0,3-0,5)
(< 0,0001)

2,4 (1,8-3,1)
(< 0,0001)

0,4 (0,2-0,6)
(< 0,0001)

2,8 (1,8-4,3)
(< 0,0001)

2.1. IgА-Bp/IgA-Pg ≤ 1
IgА-Es/IgA-Pg ≤ 1 146/43,6 181/22,0 24/18,9 0,4 (0,3-0,5)

(< 0,0001)
0,3 (0,2-0,5)
(< 0,0001)

2.2. IgА-Bp/IgA-Pg > 1
IgА-Es/IgA-Pg ≤ 1 39/11,6 100/12,1 15/11,8 (0,89) (0,91)

2.3.IgА-Bp/IgA-Pg ≤ 1
IgА-Es/IgA-Pg > 1 61/18,2 123/14,9 21/16,5 (0,19) (0,78)

2.4. IgА-Bp/IgA-Pg > 1
IgА-Es/IgA-Pg > 1 89/26,6 420/51,0 67/52,8 2,9 (2,2-3,8)

(< 0,0001)
3,1 (2,0-4,7)
(< 0,0001)

Примечание. Пороговое значение для соотношения уровней антител к бензо[a]пирену и прогестерону IgА-Bp/
IgA-Pg = 1, для соотношения уровней антител к эстрадиолу и прогестерону IgА-Es/IgA-Pg = 1. 

Note. Threshold for antibodies ratio to benzo[a]pyrene and progesterone IgА-Bp/IgA-Pg = 1, for antibodies ratio to estradiol and 
progesterone IgА-Es/IgA-Pg = 1.

лезе и в легких полностью блокируется антипро-
моторным  действием  высоких  уровней  IgA-Pg. 
Такое состояние можно обозначить как «протек-
тивный  антиканцерогенный  иммунологический 
баланс».  У  26,6%  здоровых  женщин  совмест-
ное  стимулирующее  действие  высоких  уровней 
IgA- Bp  и  IgA- Es  превалирует  над  ингибирую-
щим  действием  IgA-Pg  (комбинация  2.4).  Такое 
состоя ние  можно  обозначить  как  «проканцеро-
генный  иммунологический  дисбаланс».  Про-
межуточные  состояния  (комбинации  2.2  и  2.3.) 
у  29,8%  здоровых  женщин  можно  обозначить 
как  «компенсационный  иммунологический  ба-
ланс», поскольку отдельные стимулирующие эф-
фекты IgA-Bp или IgA-Es компенсируются инги-
бирующим действием IgA-Pg. 

Вся совокупность описанных состояний пред-
ставляет собой феномен «иммунологической ин-
терференции». В самом деле, слабо выраженные 

ассоциации с РМЖ и РЛ каждого из исследуемых 
IgA-Bp  и  IgA-Es,  по  отдельности  участвующих 
в  процессах  инициации  и  промоции  канцероге-
неза,  значительно  усиливаются  при  совместном 
подъеме их уровней и слабом антипромоторным 
влиянии IgA-Pg. И наоборот, совместное стиму-
лирующее  действие  IgA-Bp  и  IgA-Es  значитель-
но  подавляется  превалирующим  образованием  
IgA-Pg.

Обращает  на  себя  внимание  почти  полная 
идентичность  ассоциаций  исследуемых  антител 
с РМЖ и РЛ. Почему при одинаковых соотноше-
ниях антител и их комбинациях у одних женщин 
возникает РМЖ, а у других РЛ? Наиболее веро-
ятным  (но,  очевидно,  не  единственным)  объяс-
нением могут быть различия в экспрессии эстро-
геновых  рецепторов α  и  β  в  ткани  РМЖ  и  РЛ, 
а  также  особенности  их  локализации  в  клетках, 
в ядре или в цитоплазме [1]. Кроме того, за рам-
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ками настоящего исследования осталось участие 
в  иммунологическом  дисбалансе  антиидиотиче-
ских  антител  к  Es  и  Pg,  описанных  нами  ранее 
при РМЖ [4, 5], и к Bp при РЛ у мужчин [26].

Практическое  значение  полученных  резуль-
татов состоит в расширении возможностей лабо-

раторной  диагностики  индивидуальных  рисков 
возникновения РМЖ и РЛ у женщин в постмено-
паузе  с  помощью  комплексного  иммуноанализа 
антител класса А к Bp, Es и Pg для последующей 
профилактики, в том числе селективными моду-
ляторами эстрогеновых рецепторов.
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СРАВНЕНИЕ ИФА С ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ 
И КОЛОРИМЕТРИЧЕСКОЙ ДЕТЕКЦИЕЙ 
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ IgG-АНТИТЕЛ 
К ЭРИТРОПОЭТИНУ ЧЕЛОВЕКА В СЫВОРОТКАХ КРОВИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ
Кудряшова А.М., Михайлова Н.А., Борисова О.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. Серьезной проблемой терапии препаратами рекомбинантного человеческого эритропоэ-
тина является выработка антител к эритропоэтинстимулирующим препаратам, приводящая к измене-
нию фармакокинетического профиля и снижению эффективности терапии. При длительном лечении 
препаратами эритропоэтина в редких случаях может происходить выработка нейтрализующих анти-
тел, приводящих к полной аплазии красного костного мозга. Определение антител к терапевтическим 
препаратам эритропоэтина является важным этапом оценки их иммуногенности на этапах доклини-
ческих и клинических исследований, а также в ходе терапии препаратами эритропоэтина. Проведено 
сравнение методов выявления специфических IgG-антител к эритропоэтину человека твердофазным 
иммуноферментным методом с применением колориметрической и хемилюминесцентной детекции, 
в системах 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин – пероксид водорода и люминол – пероксид водорода соот-
ветственно. Выявление антител проводили в сыворотках крови экспериментальных животных – кро-
ликов и морских свинок – полученных после введения животным разных доз препаратов пегилиро-
ванного человеческого рекомбинантного эритропоэтинабета подкожно или внутривенно. В качестве 
контроля  использовали  аффинно  очищенные  поликлональные  антитела  кролика  к  эритропоэтину 
человека. Исследовано влияние концентрации перекиси водорода и люминола на чувствительность 
хемилюминесцентного  метода.  Показано,  что  при  использовании  для  усиления  хемилюминесцен-
ции 4-йодофенола наблюдается повышение чувствительности в 1,5-2 раза. Сравнение интенсивно-
сти хемилюминесценции во времени показало большую стабильность во времени для субстратной 
смеси, приготовленной на боратном буфере. Снижение хемилюминесцентного сигнала во времени 
было пропорционально снижению фонового сигнала, что делало соотношение сигнал/фон стабиль-
ным в течение 3-30 мин. В результате оптимизации состава субстратной смеси и условий проведения 
регистрации  интенсивности  хемилюминесценции  минимальное  количество  аффинно  очищенных 
поликлональных антител кролика к эритропоэтину человека, выявленных в методе с хемилюминес-
центной детекцией, составило 0,08 нг/мл, а с колориметрической детекцией – 0,6 нг/мл. Диапазон 
измерений  при  этом  был  расширен  более  чем  в  20  раз.  При  выявлении  специфических  IgG  анти-
тел  к  эритропоэтину человека  в  сыворотках крови  экспериментальных животных  методом  с  хеми-
люминесцентной детекцией показано увеличение чувствительности, определяемое путем сравнения 
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индексов  позитивности  анализируемых  образцов,  в  1,9-2,6  раза  в  сыворотках  кроликов  и  в  1,8-8,9 
раза в сыворотках морских свинок. Выявлена корреляция при количественном определении анти-
тел в сыворотках кроликов двумя методами (R = 0,981). Таким образом, хемилюминесцентный метод 
детекции  позволил  повысить  чувствительность  выявления  IgG-антител  к  эритропоэтину  человека 
твердофазным иммуноферментным методом.

Ключевые слова: хемилюминесценция, рекомбинантный эритропоэтин, твердофазный ИФА, антитела к эритропоэтину, 
люминол, иммуногенность

COMPARISON OF COLORIMETRIC AND CHEMILUMINESCENT 
ELISA TESTS FOR DETECTION OF IgG ANTIBODIES TO 
HUMAN EPO IN THE SERA OF EXPERIMENTAL ANIMALS
Kudryashova A.M., Mikhailova N.A., Borisova O.V.
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. Production of antibodies to erythropoietin-stimulating drugs is an important problem of therapy 
with  recombinant  human  erythropoietin  (EPO).  It  leads  to  changes  in  the  pharmacokinetic  profile  and 
decreased therapeutic efficiency. Upon long-term treatment with EPO preparations, neutralizing antibodies 
can result in rare cases, thus leading to complete pure red cell aplasia. Hence, detection of antibodies to EPO 
is an important stage in the assessment of the drug immunogenicity in preclinical and clinical studies, as well 
as during  the  treatment with EPO. We have compared colorimetric and chemiluminescent ELISA  tests  for 
detection  of  IgG  antibodies  to  human  EPO  with  3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine  –  hydrogen  peroxide  and 
luminol -hydrogen peroxide detection systems,  respectively. Аntibodies  to human EPO were determined  in 
blood serum samples of experimental animals, i.e., rabbits and guinea pigs following their immunization with 
different  doses  of  pegylated  human  recombinant  EPO-beta  subcutaneously  or  intravenously.  The  affinity-
purified rabbit polyclonal antibodies to human EPO were used as a reference material. The effects of hydrogen 
peroxide and luminol concentrations upon sensitivity of a chemiluminescent method were also studied. We have 
shown a 1.5-2-fold increase in sensitivity when using 4-iodophenol for amplification of chemiluminescence. 
A comparison of the chemiluminescence intensity with time has demonstrated a better stability for the substrate 
mixture prepared on borate buffer. A decrease in chemiluminescence signal with time was proportional to the 
decrease  in  background  signal,  thus  rendering  stability  of  the  signal/background  ratio  for  3  to  30  minutes. 
Due  to optimizing  the  substrate mixture composition and conditions of chemiluminescence  recording,  the 
reached  detection  limits  for  colorimetric  and  chemiluminescent  ELISA’s  were,  respectively,  0.6  ng/ml  and 
0.08 ng/ml. The measurement range was extended by more than 20 times for chemiluminescent ELISA. The 
chemiluminescent  ELISA  for  anti-erythropoietin  antibody  detection  showed  a  1.9  to  2.6-fold  increase  in 
sensitivity for rabbit serum, and 1.8 to 8.9-fold for guinea pigs serum. Good correlation of results was found for 
quantitative detection of antibodies in rabbit sera using the two methods (R = 0.981). Thus, chemiluminescent 
ELISA allowed develop a more sensitive detection technique of IgG antibodies to human erythropoietin.

Keywords: chemiluminescence, recombinant erythropoietin, ELISA, antibodies to EPO, luminol, immunogenicity

Введение
Препараты  рекомбинантного  человеческого 

эритропоэтина (рчЭПО) используют для лечения 
пациентов с эритропоэтиндефицитными анеми-
ями. Серьезной проблемой такой терапии явля-
ется выработка антител к эритропоэтинстимули-
рующим  препаратам,  приводящая  к  изменению 
фармакокинетического  профиля  и  снижению 
эффективности  лечения.  При  длительном  при-
еме  препаратов  эритропоэтина  может  происхо-
дить  выработка  нейтрализующих  антител,  спо-

собных  перекрестно  реагировать  с  эндогенным 
эритропоэтином, что приводит к редкому, но тя-
желому осложнению – полной аплазии красного 
костного мозга (ПАККМ). Определение антител 
к  терапевтическим  препаратам  эритропоэтина 
является важным этапом оценки их иммуноген-
ности  на  этапах  доклинических  и  клинических 
исследований,  а  также  в  ходе  терапии  препара-
тами  эритропоэтина  [1,  4,  5].  Основная  задача 
заключается  в  определении  антител  в  образцах 
сывороток в максимально низких концентраци-
ях  как  основном  моменте  в  понимании  причин 
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снижения терапевтической эффективности пре-
паратов  эритропоэтина  и  диагностики  ПАККМ 
на ранних стадиях. Наиболее часто для определе-
ния антител к эритропоэтину используется твер-
дофазный  иммуноферментный  анализ  (ИФА), 
как метод, обладающий высокой чувствительно-
стью  и  доступностью.  В  ряде  исследований  по-
казано,  что  замена  ИФА  с  колориметрической 
детекцией  на  хемилюминесцентную  имела  ряд 
преимуществ [6, 8], в том числе и для выявления 
антител к чЭПО [7]. 

Целью данной работы было сравнение методов 
выявления специфических IgG-антител к эритро-
поэтину человека ИФА с применением колориме-
трической и хемилюминесцентной детекции.

Материалы и методы
3,3’,5,5’-тетраметилбензидин,  люминол, 

р-гидроксикоричная  кислота  (Fluka);  4-йодо-
фенол  и  4-фенилфенол  (Sigma),  стрептавидин 
(«Сорбент-сервис»,  Москва).  Для  приготовле-
ния  растворов  использовали  деионизированную 
воду (Milli-Q System, Millipore, США). Для про-
ведения  ИФА  использовали  96-луночные  план-
шеты,  прозрачные  для  колориметрической 
детекции (Costar) и белые непрозрачные для хе-
милюминесцентной  (Nunc).  Эритропоэтин  ре-
комбинантный человеческий (рчЭПО, Shandong 
Kexing Bioproducts), аффинно очищенные анти-
тела  кролика  к  эритропоэтину  человека  (ПАТ 
кролика  к  чЭПО,  ООО  «Протеиновый  контур», 
Санкт-Петербург),  антитела  козы  к  IgG  кроли-
ка  (H+L),  конъюгированные  с  пероксидазой 
(Thermo Scientific), антитела кролика к IgG мор-
ской  свинки,  конъюгированные  с  пероксидазой 
(Thermo Scientific).

Сыворотки  крови  экспериментальных  жи-
вотных  –  кроликов  и  морских  свинок  –  предо-
ставлены  Биофармацевтической  компанией 
ООО  «ФОРТ»,  Москва,  Россия.  Сыворотки  по-
лучены  после  введения  животным  препаратов 
ПЭГ-ЭПО (пэгилированный рчЭПО-β) [3] и ме-
токсиполиэтиленгликоль-эпоэтина  бета  (Мир-
цера®, Hoffmann-La Roche Inc.) в течение 28 дней 
один  раз  в  неделю  подкожно  (кролики)  и  вну-
тривенно  (кролики  и  морские  свинки)  в  дозе 
2,5  мкг/ кг  и  5  мкг/кг  и  последующего  забора 
крови  через  14  дней  после  последней  инъекции 
(в каждую группу входило от 3 до 8 эксперимен-
тальных животных). 

Оптическую плотность измеряли на аппарате 
BioRadModel  680.  Для  регистрации  результатов 
люминесценции  использовали  микропланшет-
ный детектор Varioskan Flach (Thermo Scientific).

Инкубацию  планшета  проводили  на  термо-
статируемом  планшетном  встряхивателе  (ELMI 
SkyLine)  при  режиме  500  об/мин  и  температуре 

37 °С. После всех инкубаций проводили отмывку 
планшет на планшетном промывателе (StatFax).

Выявление антител к чЭПО в сыворотках экс-
периментальных  животных  проводили  непря-
мым методом твердофазного иммуноферментно-
го анализа.

В 96-луночные планшеты вносили по 100 мкл  
рчЕРО в 0,1 М карбонатно-бикарбонатном буфе-
ре  рН  9,6  в  концентрации  5  мкг/мл.  Планшеты 
выдерживали  в  течение  19-22  часов  при  темпе-
ратуре (4-8) °C и на 1 час вносили блокирующий 
раствор-0,02  М  фосфатный  буферный  раствор 
рН  7,2,  содержащий  5%  сахарозы,  0,09%  казеи-
ната  натрия,  0,05%  Твин  20.  Далее  вносили  по-
ликлональные антитела кролика к чЭПО или об-
разцы  сывороток  животных  в  разведении  1:50 
в 0,02 М фосфатном буферном растворе рН 7,2, 
содержащем  0,2%  бычьего  сывороточного  аль-
бумина,  0,05%  Twin  20.  После  инкубации  в  те-
чение  45  минут  и  отмывки  вносили  по  100  мкл 
конъюгированных с пероксидазой антител козы 
к IgG кролика (H+L) либо антител кролика к IgG 
морской свинки в разведении 1:15 соответствен-
но.  Повторяли  этап  инкубирования  и  вносили 
по 100 мкл 33мМ цитратного буферного раство-
ра рН 4,0, содержащего 0,01% перекиси водоро-
да  и  0,5  мМ  3,3’,5,5’-тетраметилбензидина.  Че-
рез 15 мин реакцию останавливали добавлением 
50 мкл 2N серной кислоты, измеряли оптическую 
плотность (ОП) в двухволновом режиме при ос-
новной длине волны 450 нм и длине волны срав-
нения 680 нм.

При  хемилюминесцентной  детекции,  по-
сле  осуществления  иммунологических  реакций 
в  белых  непрозрачных  планшетах,  вносили  суб-
стратную смесь по 100 мкл в каждую лунку, вы-
держивали  5  минут  при  режиме  встряхивания 
500  об/мин  и  проводили  измерение.  Эмиссию 
света с поверхности каждой лунки регистрирова-
ли в течение 10 мс.

В  каждом  случае  проводили  подбор  параме-
тров  ИФА  с  целью  достижения  максимальной 
чувствительности  и  специфичности.  Чувстви-
тельность  определения  оценивалась  двумя  спо-
собами:

–  сравнивали  значения  индексов  позитив-
ности  анализируемых  сывороток,  определяемые 
как  отношение  S  образца/S  порог.,  где  S  по-
рог.  =  Sср.К-  +  3σ,  где  Sср.К-  –  среднее  ариф-
метическое  значение  регистрируемого  сигнала 
для нормальной пулированной сыворотки экспе-
риментальных животных (6-10 повторов);

–  чувствительность  (предел  обнаружения) 
определяли как количество антител к эритропоэ-
тину, при котором S образца/S порог. = 1.

При колориметрической детекции S = ОП, где 
ОП – оптическая плотность; при хемилюминес-
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центной – S = I, где I – интенсивность люминес-
ценции.

Полученные  данные  анализировали  с  помо-
щью  программного  обеспечения  OriginPro  9.1 
(64-bit)  SR3  b87  (OriginLabCorporation).  Резуль-
таты  для  каждой  группы  экспериментальных 
животных выражали как среднее S образца/S по-
рог.  ±  стандартное  отклонение  (σ).  Критерий 
Манна–Уитни  использовали  для  сравнения  ре-
зультатов,  полученных  для  разных  условий  экс-
перимента.  Величина  p  ≤  0,05  рассматривалась 
как статистически значимая.

Результаты
На  первой  стадии  работы  проведена  опти-

мизация  определения  пероксидазы  с  помощью 
хемилюминесцентной реакции в системе люми-
нол – пероксид водорода, усиленной фенольны-
ми соединениями, при определении ПАТ кроли-
ка к чЭПО.

Исследованы  субстратные  буферные  смеси 
с  содержанием  разных  концентраций  люмино-
ла в диапазоне 0,05-10 мМ и пероксида водоро-
да  в  диапазоне  20-0,3  мМ  (рис.  1).  Полученные 
результаты  показали  колоколообразную  зависи-
мость  индекса  позитивности  от  концентрации 
перекиси водорода с максимумом около 0,6 мМ. 
При этом уменьшение индекса позитивности при 
концентрации H2O2 выше 0,6 мМ связано с силь-
ным ростом фонового сигнала. При оптимальной 
концентрации перекиси водорода максимальное 
отношение  S  образца/S  порог.  наблюдалось  при 
концентрации люминола 0,1 мМ. Соответствен-

но, концентрации люминола 0,1 мМ и перокси-
да водорода 0,6 мМ в дальнейшем использовали 
в настоящей работе при приготовлении субстрат-
ной  буферной  смеси  для  хемилюминесцентной 
детекции сигнала.

Для  усиления  хемилюминесценции  иссле-
дованы:  р-гидроксикоричная  кислота,  4-йо-
дофенол  и  4-фенилфенол  [9,  10].  Наибольшая 
интенсивность  хемилюминесцентного  сигнала 
и  повышение  чувствительности  в  1,5-2,0  раза 
достигнуты  с  использованием  4-йодофенола 
в  концентрации  0,62  мМ  (диапазон  концентра-
ций  4  Мм  –  0,03  Мм).  Уменьшение  концентра-
ции 4-йодофенола приводило к резкому падению 
хемилюминесцентного  сигнала,  а  увеличение  – 
к росту фонового сигнала.

В  данной  работе  для  приготовления 
субстратной  буферной  смеси  сравнивали 
два  буферных  раствора:  боратный  буфер, 
рН  9,6  и  Tris-буфер,  рН  8,6.  Время  измерения 
интенсивности  хемилюминесцентного  сигнала 
было исследовано в диапазоне 0-30 мин (рис. 2). 
Сопоставление двух вариантов показало большую 
стабильность во времени для субстратной смеси, 
приготовленной  на  боратном  буфере.  При  этом 
снижение  хемилюминесцентного  сигнала  было 
пропорционально снижению фонового сигнала, 
что  делало  соотношение  S  образца/S  порог. 
стабильным в течение 3-30 мин. В данной работе 
измерения  интенсивности  сигнала  проводили 
через 5 минут.

Определение уровня антител к чЭПО в сыво-
ротках кроликов. На рисунке 3 (А, Б) представле-

Рисунок 1. Подбор оптимальных концентраций 
соотношения люминол (0,05-10 мМ) – пероксид 
водорода
Figure 1. Selection of optimal concentrations ratio of luminol 
(0.05-10 mM) – hydrogen peroxide

Рисунок 2. Сравнение во времени интенсивности 
хемилюминесценции при использовании 
для приготовления субстратной смеси различных 
буферных растворов
Figure 2. Comparison of buffer solutions for preparation  
of substrate mixture and intensity in time
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Рисунок 3. Сравнение диапазона калибровочных 
графиков для ИФА с колориметрической (А) 
и хемилюминесцентной (Б) детекцией. Сравнение 
графиков зависимости сигнала от концентрации 
для ИФА с колориметрической и хемилюминесцентной 
детекцией в диапазоне низких концентраций антител 
с указанием линии отсечения предела обнаружения (В)
Figure 3. Comparison of the range of calibration graphs 
for ELISA with colorimetric (A) and chemiluminescent (B) 
detection. Comparison of graphs of dependence of the signal 
on the concentration for the ELISA with colorimetric and 
chemiluminescent detection in the range of low concentrations 
of antibodies indicating the cut-off line detection limit (C) 

ны  зависимости  интенсивности  детектируемого 
сигнала  от  концентрации  аффинно  очищенных 
поликлональных  антител  кролика  к  эритропоэ-
тину человека в диапазоне 0,08-800 нг/мл для хе-
милюминенесцентной  детекции  и  0,6-40  нг/мл 
для  колориметрической  детекции  соответствен-
но. Чувствительность, определенная как концен-
трация  антител  к  эритропоэтину,  при  которой 
отношение сигнала к пороговому значению рав-
нялась единице, составила 0,6 нг/ мл при колори-
метрическом и 0,08 нг/мл при хемилюминесцент-
ном  методе  детекции,  результаты  представлены 
на  рисунке  3  (В).  Контроль  воспроизводимости 
в  рамках  одной  постановки  проводили,  опреде-
ляя  концентрацию  антител  в  3  образцах  с  раз-
личным уровнем антител в восьми повторах, ко-
эффициент  вариации  при  колориметрическом 
методе детекции составлял 5,5-8%, при хемилю-
минесцентном – 9-12%.

Исследованы три группы сывороток экспери-
ментальных кроликов при разной дозе и способе 
введения  препаратов.  В  таблице  1  представлены 
средние значения индексов позитивности, полу-
ченные для исследуемых образцов. 

В  результате  установлено,  что  для  ИФА  с  хе-
милюминесцентной  детекцией  значения  индек-
сов позитивности в 1,9-2,6 раза превышали зна-
чение аналогичных показателей при проведении 
колориметрической детекции.

На  рисунке  4  показана  корреляция  содержа-
ния  антител  к  эритропоэтину,  полученных  при 
проведении  ИФА  с  хемилюминесцентной  и  ко-
лориметрической  детекцией  и  рассчитанных 
по калибровочным графикам, аналогичным при-
веденным на рисунке 3 (А, Б). Полученная корре-
ляция выражается линейной зависимостью с ко-
эффициентом детерминации R = 0,981.

Рисунок 4. Результаты корреляции для двух типов ИФА 
при определении АТ к чЭПО в сыворотках кроликов
Figure 4. The results of correlation for the two types of ELISA in 
detection the antibody to the chEPO in the sera of rabbits
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ТАБЛИЦА 1. ИНДЕКС ПОЗИТИВНОСТИ АНАЛИЗИРУЕМЫХ СЫВОРОТОК КРОЛИКОВ ДЛЯ КОЛОРИМЕТРИЧЕСКОЙ (КЛ) 
И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ (ХЛ) ДЕТЕКЦИИ

TABLE 1. THE INDEX OF POSITIVITY OF THE ANALYZED SERA OF RABBITS FOR COLORIMETRIC AND CHEMILUMINESCENT 
DETECTION

Препарат, доза
Drug, dose

КЛ
Среднее значение ± σ

Colorimetric
average value ± σ

ХЛ
Среднее значение ± σ

Chemiluminescent
average value ± σ

p-значение
p value

ПЭГ-ЭПО
2,5 мкг/кг (подкожно) 
PEG-EPO
2.5 µg/kg (subcutaneously) 
n = 3

2,8±0,26 5,4±1,24 0,05

ПЭГ-ЭПО
5,0 мкг/кг (подкожно) 
PEG-EPO
5.0 µg/kg (subcutaneously) 
n = 3

5,3±1,3 12,0±2,16 0,05

«Мирцера»
5,0 мкг/кг (подкожно) 
“Mircera”
5.0 µg/kg (subcutaneously) 
n = 4

2,1±0,01 5,4±0,9 0,05

Примечание. Достигнутый уровень значимости p указывается для критерия Манна–Уитни в каждой группе 
животных.

Note. The achieved significance level p is indicated for the Mann–Whitney test in each group of animals.

ТАБЛИЦА 2. ИНДЕКС ПОЗИТИВНОСТИ АНАЛИЗИРУЕМЫХ СЫВОРОТОК МОРСКИХ СВИНОК ПРИ ПОДКОЖНОМ 
И ВНУТРИВЕННОМ ВВЕДЕНИИ ДЛЯ КОЛОРИМЕТРИЧЕСКОЙ (КЛ) И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ (ХЛ) ДЕТЕКЦИИ

TABLE 2. INDEX OF POSITIVITY OF THE ANALYZED GUINEA PIG SERA IN SUBCUTANEOUS AND INTRAVENOUS 
ADMINISTRATION FOR COLORIMETRIC AND CHEMILUMINESCENT DETECTION

Препарат, доза
Drug, dose

КЛ
Среднее значение ± σ

Сolorimetric
average value ± σ

ХЛ
Среднее значение ± σ

Сhemiluminescent
average value ± σ

p-значение
p value

ПЭГ-ЭПО
2,5 мкг/кг (подкожно) 
PEG-EPO
2.5 µg/kg (subcutaneously) 
n = 7

0,6±0,06 1,1±0,19 0,01

ПЭГ-ЭПО
5,0 мкг/кг (подкожно) 
PEG-EPO
5.0 µg/kg (subcutaneously) 
n = 8

1,5±0,26 8,7±2,3 0,001

ПЭГ-ЭПО
2,5 мкг/кг (внутривенно) 
PEG-EPO
2.5 µg/kg (intravenously) 
n = 6

6,9±0,45 61,6±4,6 0,01

ПЭГ-ЭПО
5,0 мкг/кг (внутривенно) 
PEG-EPO
5.0 µg/kg (intravenously) 
n = 7

4,8±0,69 32,5±5,8 0,01

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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Определение уровня антител к ЭПО в сыворот-
ках морских свинок

В  таблице  2  представлены  сравнительные 
данные  по  определению  индекса  позитивности 
для  сывороток,  показывающие,  что  при  опре-
делении  уровня  антител  к  эритропоэтину  при 
проведении  ИФА  с  колориметрической  и  хеми-
люминесцентной  детекцией  более  высокая  чув-
ствительность  наблюдалась  при  хемилюминес-
центной детекции (табл. 2).

Обсуждение
Основными  преимуществами  хемилюминес-

центного  метода  являются  широкий  динамиче-
ский диапазон, высокая чувствительность и пол-
ная совместимость с протоколом твердофазного 
иммуноферментного метода, широко используе-
мого  в  клинической  лабораторной  диагностике. 
В качестве метки в иммуноферментном анализе 
широко  применяют  пероксидазу  хрена,  методы 
получения и стабилизации конъюгатов с которой 
хорошо изучены. Пероксидазу хрена чаще всего 
определяют колориметрически, но изучено также 
определение пероксидазы с помощью хемилюми-
несцентной реакции в системе люминол – перок-
сид  водорода,  усиленной  фенольными  соедине-
ниями. В настоящей работе проведено сравнение 
методов  выявления  специфических  IgG  антител 
к  эритропоэтину  человека  твердофазным  имму-
ноферментным методом с применением колори-
метрической  детекциии  хемилюминесцентной 
детекции,  в  системах  3,3’,5,5’-тетраметилбензи-
дин – пероксид водорода и люминол – пероксид 
водорода  соответственно.  Оптимизация  состава 
субстратной  смеси  и  условий  проведения  реги-
страции  интенсивности  хемилюминесценции 
позволили  повысить  чувствительность  выявле-
ния специфических IgG-антител к эритропоэти-

ну человека. Так, предел обнаружения аффинно 
очищенных  поликлональных  антител  кролика 
чЭПО  был  уменьшен  в  4,5  раза,  а  диапазон  из-
мерений расширен более чем в 20 раз при замене 
колориметрической  детекции  на  хемилюминес-
центную.  При  выявлении  специфических  IgG-
антител к эритропоэтину человека в сыворотках 
крови экспериментальных животных – кроликов 
и  морских  свинок  –  методом  с  хемилюминес-
центной детекцией показано достоверное увели-
чение чувствительности, определяемое при срав-
нении  индексов  позитивности  анализируемых 
образцов: во всех группах образцов наблюдалось 
увеличение индекса позитивности в 1,8-8,9 раза. 
В группе морских свинок с введением препарата 
эритропоэтина  в  дозировке  2,5  мкг/кг  (подкож-
но) антитела были обнаружены только при ИФА 
с хемилюминесцентной детекцией. 

При  хемилюминесцентном  методе  детекции 
сопоставимая  чувствительность  была  получена 
при  использовании  приготовленной  в  лабора-
тории  субстратной  смеси,  а  также  коммерче-
ской  буферной  субстратной  смеси  SuperSignal 
ELISA  Pico  Chemiluminescent  Substrate,  Thermo 
Scientific.

Таким  образом,  хемилюминесцентный  метод 
детекции  с  использованием  системы  люминол–
пероксид  водорода  в  присутствии  4-йодофено-
ла  повысил  чувствительность  выявления  IgG-
антител к эритропоэтину человека твердофазным 
иммуноферментным методом.
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цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•   Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

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

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

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

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

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

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

Разделы  краткого  сообщения  аналогичны  вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

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

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

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

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

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

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

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

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

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

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

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

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

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

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных  сокращений.  Узаконенные  международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на  «интерлейкин»  используется  сокращение  «IL», 
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов  приводятся  в  оригинальной  транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки  после  их  сокращенного  обозначения  (с,  ч,  см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

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

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

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

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами  отдельно  от  нумерации  рисунков  (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб-
лице,  включая  единицы  измерения,  должен  быть 
переведен  на  английский  язык;  при  этом  перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы  и  текст  примечания  к  ней  также  должны  быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах  следует  использовать  одну  или  несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества  (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия  рисунков  (графиков,  фотографий)  и  та-
блиц  размещаются  сразу  после  абзаца,  где  на  них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования  в  тексте  статьи.  Названия  рисунков 
и  подписи  к  ним  выносятся  в  виде  списка  на  от-
дельную  страницу.  В  списке  указываются:  номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды  должны  быть  переведены  на  английский 
язык  и  размещены  под  соответствующим  текстом 
с  новой  строки.  На  обороте  каждой  иллюстрации 
подписывается  фамилия  первого  автора,  название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале  принимаются  только  оригиналы  фотографий 
(не  ксерокопии)  хорошего  качества,  максималь-
но  приближенные  к  вышеуказанным  размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т. е. 
фотографический  материал  должен  занимать  всю 
площадь  фотографии.  Рисунки  могут  быть  пред-
ставлены  в  графических  форматах  с  расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе),  .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями  показателей,  отображаемых  соответ-
ствующими  графическими  элементами  (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При  соблюдении  правил  публикация  статей 

в  журнале  «Медицинская  иммунология»  является 
бесплатной  для  авторов  и  учреждений,  в  которых 
они  работают.  Редакция  может  потребовать  опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций;  2)  при  большом  количестве  иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

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

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

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

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

стему  ему  присваивается  имя  «Метадан-
ные»):

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

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

•  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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