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Шиловский И.П., Никольский А.А., Ковчина В.И., Болотова С.И., 
Вишнякова Л.И., Соколова А.Р., Барвинская Е.Д., Хаитов М.Р.

Активация Th17-иммунного ответа 
при экспериментальной нейтрофильной 
бронхиальной астме у мышей
ФГБУ «ГНЦ «Институт иммунологии» ФМБА России, 115522, г. Москва, Россия

Резюме
Бронхиальная астма (БА) – гетерогенное хроническое воспалительное заболевание 

респираторного тракта. Большинство пациентов, страдающих от БА легкой и средней тя-
жести, поддаются лечению с применением кортикостероидов. Однако существует группа 
пациентов (до 10%) с тяжелой формой БА, которые резистентны к стандартной терапии 
кортикостероидами. Изучение данного феномена в ыявило взаимосвязь тяжелого проте-
кания БА с активацией Th1- и Th17-иммунного ответа и нейтрофильного воспаления 
в легких. В то же время у пациентов, хорошо отвечающих на терапию кортикостеро-
идами, как правило, наблюдается Th2-опосредованное эозинофильное воспаление 
дыхательных путей. В данном исследовании для детального понимания механизмов 
резистентности к кортикостероидам мы разработали модель БА у мышей с преоблада-
ющим нейтрофильным, а не эозинофильным типом воспаления. Для этого мышей ли-
нии BALB/c иммунизировали смесью модельного аллергена овальбумина и адъюванта 
Фрейнда с последующей аэрозольной провокацией тем же самым аллергеном в смеси 
с липополисахаридом из E. coli. В результате у мышей развивались ключевые проявле-
ния нейтрофильной БА: продукция аллерген-специфических антител класса IgE, разви-
тие гиперреактивности бронхов, ремоделирование респираторного тракта и инфильтра-
ция ткани легких нейтрофилами. При этом формирование данной патологии протекало 
по Th17-зависимым механизмам, что соответствует клинической картине, наблюдаемой 
в практике. Созданная модель нейтрофильной БА может быть использована как для 
изучения патогенеза заболевания, так и для тестирования новых подходов к его терапии.
Ключевые слова: бронхиальная астма; модель на мышах; Th17-иммунный ответ
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Activation of Th17-immune response in a mouse model
of neutrophilic asthma
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Abstract 
Bronchial asthma (BA) is a heterogeneous chronic infl ammatory disease of the respiratory 

tract. The majority of patients with mild to moderate BA are well respond to corticosteroid treat-
ment. However, there is a group of patients (up to 10% of BA cases) with severe BA which 
resistant to conventional corticosteroid therapy. A detailed study of this phenomenon revealed 
a relationship between the severity of BA, activation of Th1- and Th17-immune responses and 
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Введение
Бронхиальная астма (БА) – гетерогенное заболева-

ние, которое обычно характеризуется хроническим вос-
палением дыхательных путей и сопровождается такими 
симптомами, как свистящие хрипы, одышка, заложен-
ность в груди и кашель [1]. В отдельных регионах мира 
от БА страдает до 18% населения, а в целом мире диаг-
ноз БА был поставлен около 300 млн пациентов [2, 3]. 
В России общее число пациентов с диагнозом БА при-
ближается к 10 млн человек, что составляет около 7% 
населения страны [4, 5]. Экономические потери от БА 
сопоставимы с ущербом от таких заболеваний, как диа-
бет и цирроз печени. В США национальные медицин-
ские расходы на борьбу с астмой оцениваются на уровне 
18 млрд долл. в год; в странах Евросоюза примерно 
17,7 млрд евро ежегодно [6, 7]. В России затраты го-
сударства на лечение пациентов с БА составляют при-
мерно 130 млрд рублей в год [4].

С развитием молекулярно-биологических методов 
исследований и, главным образом, по мере активного 
использования генно-модифицированных животных 
удалось в значительной степени раскрыть молекуляр-
ные и клеточные механизмы патогенеза БА. В частно-
сти, была установлена роль Th2-клеток и врожденных 
лимфоидных клеток 2-го типа (ILC2 – type 2 innate 
lymphoid cells), а также продуцируемых ими цитокинов 
(ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-9 и ИЛ-13) в формировании основных 
проявлений БА: продукции аллерген-специфических 
антител класса IgE [8], развитии гиперреактивности 
бронхов (ГРБ), эозинофильного воспаления легких, ре-
моделирования бронхов и др. [3, 9, 10].

Длительное время считалось, что БА развивается 
исключительно по Th2-зависимому механизму, сопря-
женному с эозинофильным воспалением дыхатель-

ных путей и IgE-опосредованной активацией тучных 
клеток. Однако к настоящему времени БА рассматри-
вается как гетерогенное заболевание, включающее 
в себя несколько субгрупп патологии [11]. Накоплены 
экспериментальные свидетельства участия других вос-
палительных клеток – нейтрофилов – в патогенезе БА. 
В частности, количество нейтрофилов в мокроте корре-
лировало с тяжестью заболевания [12].

В отличие от эозинофильной, нейтрофильная астма 
трудно поддается традиционному лечению глюкокорти-
костероидами [13, 14], и поэтому необходимы альтер-
нативные терапевтические подходы. По эпидемиоло-
гическим данным до 10% пациентов с БА проявляют 
резистентность к терапии глюкокортикостероидами 
[15, 16]. На сегодняшний день в мировой научной ли-
тературе описано множество моделей БА (см. обзоры 
[17–19]), особенно с использованием мышей [20–22]. 
Однако в подавляющем большинстве работ моделиру-
ются проявления астмы с эозинофильным типом вос-
паления легких. С учетом вышесказанного, целью дан-
ной работы было создание модели нейтрофильной БА 
с использованием различных протоколов иммунизации 
у мышей. 

Материал и методы
Лабораторные животные. Самок мышей линии 

BALB/c возрастом 6–8 нед, весом 18–20 г приобретали в 
питомнике лабораторных животных Филиала ИБХ РАН 
в г. Пущино (Россия). Животных кормили стандартным 
лабораторным кормом для грызунов («Дельта Фидс», 
Россия). Мышам был предоставлен неограниченный 
доступ к воде. Эксперименты на животных проводи-
лись в соответствии с принципами Директивы Евро-
пейского парламента и Совета Европейского союза 
2010/63/EU от 22 сентября 2010 г. по охране животных, 

neutrophilic type of infl ammation. At the same time patients with Th2-mediated eosinophilic 
pulmonary infl ammation respond to corticosteroids well. In order to understand the mechanisms 
of corticosteroid resistance we developed a model of BA in mice with a predominant neutrophilic 
rather than eosinophilic type of infl ammation. BALB/c mice were immunized with the mixture 
of the ovalbumin allergen and Freund’s adjuvant, followed by aerosol challenge with the same 
allergen mixed with E. coli lipopolysaccharide. As a result, mice developed key manifestations 
of neutrophilic BA: production of allergen-specifi c IgE antibodies, development of bronchial 
hyperreactivity, remodeling of the respiratory tract and infi ltration of lung tissue with neutrophils. 
Moreover, the development of this pathology was Th17-dependent, that corresponds to the clini-
cal observations in human. The presented model of neutrophilic BA in mice can be used both for 
studying the pathogenesis of the disease, and for testing new approaches to its therapy.
Keywords: bronchial asthma; mouse model; Th17-immune response
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используемых в научных целях и были одобрены Эти-
ческим комитетом ФГБУ «ГНЦ «Институт иммуноло-
гии» ФМБА России.

Протокол эксперимента. Мыши были разделены 
на 4 группы (по 8 мышей в каждой). Животных первой 
группы (OVA/Alum) иммунизировали 3 раза (в дни 1, 
14 и 28) внутрибрюшинно 0,2 мл смеси, состоящей из 
20 мкг модельного аллергена овальбумина (OVA) 
(Sigma-Aldrich, США) и 2 мг адъюванта – гидроокиси 
алюминия [Al(OH)3] (Sigma-Aldrich, США). Мышам 
второй группы (OVA/FA) в том же объеме в первый 
день вводили внутрибрюшинно 20 мкг OVA эмуль-
гированного в 100 мкл полного адъюванта Фрейнда 
(Sigma-Aldrich, США). В 14-й и 28-й дни вводили вну-
трибрюшинно 20 мкг OVA, эмульгированного в 100 мкл 
неполного адъюванта Фрейнда (Sigma-Aldrich, США). 
Третья группа лабораторных мышей (OVA/LPS) была 
иммунизирована по протоколу, аналогичному группе 
OVA/FA. В 42–44-й дни животным двух первых экс-
периментальных групп вводили раствор 10 мг/мл OVA 
в виде аэрозоля в течение 20 мин, а животным группы 
OVA/LPS – модельный аллерген в той же концентра-
ции, но в смеси с 0,4 мг/мл ЛПС Escherichia coli (Sigma-
Aldrich, США). Животные четвертой группы (Норма) 
никаким манипуляциям не подвергались. На 45-е сутки 
у мышей оценивали ГРБ и собирали кровь для опре-
деления уровней аллерген-специфических антител. 
На 46-й день мышей забивали цервикальной дислока-
цией и отбирали образцы бронхоальвеолярного лаважа 
(БАЛ) для последующего определения клеточного со-
става, левое легкое фиксировали в 10% формалине (Carl 

Roth, Германия) для последующего изготовления гисто-
логических срезов и оценки выраженности признаков 
воспаления (рис. 1).

Иммуноферментный анализ (ИФА). После по-
следней аэрозольной провокации аллергеном из ретро-
орбитального синуса мышей собирали периферическую 
кровь. Индивидуальные образцы сывороток получали 
путем центрифугирования при 350g в течение 15 мин 
при комнатной температуре и хранили при -70 ˚С до 
анализа. Уровни OVA-специфических антител IgE, 
IgG1 и IgG2a в сыворотке измеряли методом ИФА с ис-
пользованием коммерческих наборов (Becton Dickinson, 
США).

Изучение гиперреактивности бронхов. Измерение 
ГРБ проводили на 45-е сутки после начала экспери-
мента. С помощью прибора для общей плетизмографии 
FinePointe NAM (Buxco, США) оценивали удельное со-
противление дыхательных путей (sRaw) в ответ на ин-
галяционное введение возрастающих концентраций ме-
тахолина (Sigma-Aldrich, США): 6,25, 12,5 и 25 мг/мл. 
Методика детально описана в публикациях [20, 22].

Клеточный состав БАЛ. Взятие образцов БАЛ про-
водили на 46-й день эксперимента. Для этого у мышей 
сепарировали трахею и вводили в нее шприцем 0,5 мл 
полной среды RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) с добав-
лением 25 мМ HEPES («ПанЭко», Россия), 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Biosera, Филиппины), 
300 мг/л L-глутамина («ПанЭко», Россия) и 50 мкг/мл 
гентамицина (Gibco, США), затем отбирали введенную 
в легкие жидкость. В полученных образцах проводили 
подсчет общего количества клеток в камере Горяева. 

1 14 28 42 43

аэрозольно
10 мг/мл OVA

20 мин

44 45 46

внутрибрюшинно

СЕНСИБИЛИЗАЦИЯ

OVA/Alum

OVA/FA

OVA/LPS

ПРОВОКАЦИЯ

20 мкг OVA + 2 мг Al(OH)
3

1 14 28 42 43

аэрозольно
10 мг/мл OVA

20 мин

44 45 46

внутрибрюшинно

внутрибрюшинно
20 мкг OVA + 100 мкл НАФ

20 мкг OVA + 100 мкл ПАФ

1 14 28 42 43

аэрозольно
10 мг/мл OVA + 

0,4 мг/мл LPS
20 мин

44 45 46

1. БАЛ
2. Гистологический анализ

1. IgE, IgG1, IgG2a
2. ГРБ

внутрибрюшинно

внутрибрюшинно
20 мкг OVA + 100 мкл НАФ

20 мкг OVA + 100 мкл ПАФ

Рис. 1. Дизайн исследования
Протоколы иммунизаций мышей модельным аллергеном трех экспериментальных групп (см. описание в тексте); OVA – овальбу-
мин; ПАФ – полный адъювант Фрейнда; НАФ – неполный адъювант Фрейнда; LPS – липополисахарид, ГРБ – гиперреактивность
бронхов; БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж.
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Механизмы аллергических реакций

Далее образцы БАЛ центрифугировали в течение 7 ми-
нут при 2000 об/мин при 4 ˚C. Часть осадка клеток на-
носили на предметное стекло, высушивали около часа, 
затем фиксировали метанолом («Химмед», Россия) 
в течение 15 мин, после чего высушивали в течение 12 ч 
и окрашивали азур-эозином («ГЕМСТАНДАРТ-P», Рос-
сия). Клеточный состав мазка БАЛ определяли с помо-
щью световой микроскопии, проводя подсчет не менее 
300 клеток на один мазок при увеличении в 400 раз. 

Гистологические исследования ткани легких. Для 
приготовления микропрепаратов легкие после длитель-
ной фиксации в формалине обезвоживали путем про-
водки по спиртам и заливали образцы в парафин. Микро-
томированием парафиновых блоков получали срезы 
легких толщиной 4–6 мкм. Полученные препараты 
окрашивали гематоксилин-эозином (Bio-Optica, Ита-
лия) для идентификации эозинофилов, нейтрофилов 
и лимфоцитов. Гистологическое исследование ми-
кропрепаратов легких осуществляли на световом 
микроскопе (Olympus, Япония). Проводили полу-
количественную оценку воспалительных изменений 
и ремоделирования бронхов по методике, описанной 
в статье [23]. Выраженность признаков воспаления оце-
нивали в баллах, где: «0» – отсутствует, «1» – слабая, 
«2» – умеренная, «3» – тяжелая.

Определение экспрессии генов в клетках БАЛ ме-
тодом РВ-ПЦР. Общую РНК выделяли из клеток БАЛ 
с использованием набора RNeasy Mini Kit (Qiagen, Гер-
мания) в соответствии с рекомендациями производителя. 
Затем ее использовали в реакции обратной транскрип-
ции для получения библиотеки кДНК с применением 
набора ОТ-1 («Синтол», Россия). При постановке реак-
ции использовали неспецифические гексамерные прай-
меры. Полученную кДНК в дальнейшем использовали 
для детекции мРНК генов-мишеней в образцах БАЛ при 
помощи ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР) с примене-
нием амплификатора iCycler IQ5 (Bio-Rad, США) и спе-
цифической пары праймеров и зонда (табл. 1). В качестве 
контроля для последующей нормализации, определяли 
уровень экспрессии гена Actb, кодирующего β-актин.

Статистический анализ данных. Для всех коли-
чественных данных вычисляли среднее арифметичес-

кое и стандартную ошибку среднего. Межгрупповые 
различия определяли с помощью непараметрического 
U-критерия Манна-Уитни. Для полуколичественных 
данных вычисляли медиану и межквартильный размах. 
Межгрупповые различия определяли с помощью непа-
раметрического критерия Краскела–Уоллиса. Статисти-
ческий анализ выполняли с применением программного 
обеспечения Statistica 12.0 (StatSoft inc., США).

Результаты
Изменение уровней специфических антител 

в сыворотке крови. На следующий день после послед-
ней провокации (на 45-й день) у мышей брали кровь 
для последующей количественной оценки уровней ал-
лерген-специфический антител. Антитела класса IgE 
и субклассов IgG1, IgG2a наблюдались в образцах сы-
вороток крови мышей всех трех экспериментальных 
групп. Уровни IgE и IgG2a были сопоставимы во всех 
трех группах, где моделировалась БА. Однако у мышей, 
иммунизированных аллергеном в комплексе с адъю-
вантом Фрейнда (группы OVA/FA и OVA/LPS), рост 
уровней IgG1 был более существенным в сравнении 
с мышами, иммунизированными той же дозой аллергена, 
но в смеси с другим адъювантом – гидроокисью алю-
миния (группа OVA/Alum), в 2 и 3 раза соответственно
(рис. 2А).

Изменение гиперреактивности бронхов. Гипер-
реактивность бронхов является характерной чертой БА. 
Поэтому через сутки после последней провокации ал-
лергеном (45-й день) оценивали ГРБ мышей в ответ на 
ингаляционные введения возрастающих концентраций 
бронхоконстриктора метахолина. Во всех эксперимен-
тальных группах животных наблюдался статистически 
значимый рост ГРБ в сравнении с группой «Норма» 
(рис. 2, Б). Стоит отметить, что у мышей, иммунизиро-
ванных смесью аллергена и адъюванта Фрейнда с по-
следующей провокацией тем же аллергеном в смеси с 
ЛПС (группа OVA/LPS), развивалась менее выражен-
ная ГРБ в сравнении с другими экспериментальными 
группами (группы OVA/FA и OVA/LPS). Прирост ГРБ 
в группе OVA/LPS в среднем составил 30%, в то время 
как в группах OVA/FA и OVA/LPS гиперреактивность 

Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов
Ген-мишень Праймер/зонд Последовательность

Actb
Прямой CTTTGCAGCTCCTTCGTTG
Зонд (ROX) GCCCTAGGCACCAGGGTGTGATG (RTQ2)

Обратный CACATAGGAGTCCTTCTGAC

Ifng
Прямой AAATCCTGCAGAGCCAGATTAT
Зонд (ROX) ACGCTTATGTTGTTGCTGATGGCC (RTQ2)

Обратный GCTGTTGCTGAAGAAGGTAGTA

Il4
Прямой AGAGAGTGAGCTCGTCTGTAG
Зонд (FAM) CTCTGCAGCTCCATGAGAACACTAGAG (BHQ1)

Обратный GGTGCAGCTTATCGATG

Il17f
Прямой GGATTACAACATCACTCGAGAC
Зонд (FAM) CAGACACTCAGGCTGCATCAATGC (RTQ1)

Обратный CAGGATTTCTTGCTGAATG
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бронхов была повышена в среднем на 55% в сравнении 
с группой «Норма» (рис. 2Б).

Изменение клеточного состава БАЛ. Через 2 су-
ток после последней провокации у мышей был изучен 
клеточный состав БАЛ. Статистически значимый рост 
количества клеток в БАЛ происходил во всех трех экспе-
риментальных группах (OVA/Alum, OVA/FA и OVA/LPS) 
в сравнении с группой «Норма». Однако наибольший 
рост отмечался у мышей, иммунизированных аллерге-
ном в комплексе с адъювантом Фрейнда с последующей 
провокацией тем же самым аллергеном в смеси с ЛПС 
(группа OVA/LPS). В этой группе количество клеток 
в БАЛ достигало 496 667 ± 72 049 кл/мл, что в 3,6 раза 
больше, чем у мышей, иммунизированных аллергеном 
в смеси с гидроокисью алюминия (группа OVA/Alum) 
и в 8,2 раза большей чем в группе «Норма» (рис. 3А).

Количество макрофагов в БАЛ у мышей из групп 
OVA/Alum и OVA/FA статистически значимо не отлича-
лось от группы «Норма». Однако у мышей, получавших 
ингаляции смесью аллергена и ЛПС, выявлен значитель-
ный рост количества этих клеток, достигавший значения 
384 156 ± 67 775 кл/мл, что в 7 раз превышает соответ-
ствующую величину в группе «Норма» (рис. 3Б).

Как ожидалось, значительное количество эозинофи-
лов – 43 971 ± 12 182 кл/мл – выявлено в БАЛ мышей, 
иммунизированных аллергеном в смеси с гидроокисью 
алюминия (группа OVA/Alum). У мышей, иммунизи-
рованных аллергеном в смеси с другим адъювантом – 
адъювантом Фрейнда (группа OVA/FA), количество 
этих клеток в БАЛ было значительно меньше 10 800 ± 
2 481 кл/мл. В группах «Норма» и «OVA/LPS» эозино-
филы практически не выявлялись (рис. 3В).

Другие провоспалительные клетки – нейтрофилы, 
практический не обнаруживались у мышей, иммунизи-
рованных аллергеном в смеси с гидроокисью алюминия 
(2543 ± 1027 кл/мл), тогда как у мышей, получавших 
ингаляции аллергена в смеси с ЛПС (группа OVA/LPS), 
количество нейтрофилов было в 18 раз больше и дос-
тигало 39 800 ± 8843 кл/мл (рис. 3Г). Лимфоциты об-
наруживались в значительных количествах в БАЛ всех 
трех экспериментальных групп – OVA/Alum, OVA/FA 
и OVA/LPS (рис. 3Д).

Гистологические изменения в ткани легких. Гис-
тологический анализ выявил значительное воспаление 
в ткани легких у мышей всех трех экспериментальных 
групп (OVA/Alum, OVA/FA и OVA/LPS) в сравнении 
с группой «Норма». Гистологическое исследование 
в целом подтвердило данные, полученные при анализе 
клеточного состава БАЛ. В частности, инфильтра-
ция дыхательных путей эозинофилами ожидаемо на-
блюдалась у мышей, иммунизированных аллергеном 
в смеси с гидроокисью алюминия (группа OVA/Alum), 
а также в группе OVA/FA. В то же время нейтрофилы 
в значительной степени выявлялись в группе OVA/LPS 
(рис. 4). Была оценена не только степень перибронхи-
альной инфильтрации воспалительными клетками, но 
и выраженность признаков ремоделирования дыхатель-
ных путей, таких как: гипертрофия гладких мышц, ме-

таплазия и гиперплазия бронхиальных клеток эпителия 
бронхов. Гипертрофия гладких мышц не наблюдалась 
ни в одной экспериментальной группе. Метаплазия 
и гиперплазия бокаловидных клеток бронхиального 
эпителия наблюдались во всех экспериментальных 
группах (OVA/Alum, OVA/FA и OVA/LPS), но не наблю-
далась в группе «Норма» (рис. 4).

Экспрессия генов цитокинов в дыхательных 
путях. Методом количественного ПЦР-анализа была 
изучена экспрессия генов Ifng, Il4 и Il17f в клетках, 
выделенных из образцов БАЛ. Использование смеси 
OVA и ЛПС для ингаляции приводило к значительной 
(в 10 раз) активации экспрессии Il17f (рис. 5В). Экспрес-
сия ИФН-γ и IL-4 так же увеличивалась у этих мышей, 
однако не так значительно; в 7 и 4 раза, соответственно 
(рис. 5А, Б). Эти данные свидетельствуют о том, что 
развитие проявлений БА в данной модели происходит 
в большей степени по Th1- и Th17-механизмам.

Обсуждение
Стандартная терапия кортикостероидами в подавля-

ющем большинстве случаев позволяет хорошо контро-
лировать течение БА. Однако примерно в 10% случаев 
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наблюдается развитие тяжелой, стероид-резистентной 
астмы, которая сопровождается нейтрофильным вос-
палением в легких [14, 24–26]. Для того чтобы изучать 
механизмы нейтрофильной астмы, а также тестировать 
новые подходы к ее терапии, необходима разработка 
экспериментальной модели БА с преобладающим ней-
трофильным типом воспаления.

Большинство описанных в научной литературе мо-
делей БА воссоздают проявления так называемой эози-
нофильной астмы (см. обзоры [17–19, 27]). Ее модели-
рование чаще всего осуществляется с использованием 
смеси модельного аллергена овальбумина и адъюванта – 
гидроокиси алюминия, которыми иммунизируют мы-
шей с последующей аэрозольной провокацией тем же 
самым аллергеном. При таком протоколе у мышей фор-
мируются проявления БА (развитие ГРБ, продукция 
аллерген-специфических антител класса IgE, ремодели-

рование дыхательных путей и т.д.), сопровождающиеся 
значительной инфильтрацией легких эозинофилами. 
При этом в индукции проявлений БА задействованы 
Th2-зависимые механизмы [21, 22].

Существует несколько публикаций, в которых опи-
саны протоколы экспериментальной индукции БА 
с нейтрофильным типом воспаления легких. Например, 
в работе Ito и соавт. [28] описана модель БА, в которой 
у мышей развивалось смешанное воспаление в легких. 
В этом исследовании мышей BALB/c иммунизировали 
высокой дозой OVA (50 вместо 20 мкг/мышь) в смеси 
с гидроокисью алюминия с последующей аэрозольной 
провокацией более концентрированным раствором ал-
лергена (25 вместо 10 мг/мл). Такой протокол позволил 
индуцировать незначительное нейтрофильное воспале-
ние в легких; доля этих клеток в перибронхиальных ин-
фильтратах достигала 7%, в то время как доля эозино-

Рис. 4. Патологические изменения в ткани легких
Для оценки выраженности патологических процессов в дыхательных путях использовался полуколичественный метод оценки 
после дифференцированной окраски срезов органа гематоксилином и эозином. Выраженность признаков воспаления оценивали 
в баллах по следующей шкале: 0 – отсутствует; 1– слабая; 2 – умеренная; 3 – тяжелая. Представлены средние значения ± 
интерквартильный размах, n = 8. 
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филов составляла 45%. Однако при системном введении 
таким мышам дексаметазона доля эозинофилов снижа-
лась до 20%, а доля нейтрофилов, наоборот, возрастала 
до 50% [28]. Это связано с тем, что глюкокортикосте-
роиды вызывают апоптоз эозинофилов [29] и в то же 
время пролонгируют период полужизни нейтрофилов 
[30]. Аналогичный эффект наблюдают и в клинической 
практике, когда у пациентов, получающих длительную 
терапию глюкокортикостероидными препаратами, на-
капливаются нейтрофилы в дыхательных путях [11]. 
В нашем исследовании у мышей, получавших имму-
низации смесью OVA и гидроокиси алюминия (OVA/
Alum), нейтрофилы также обнаруживаются в БАЛ, но 
их доля незначительна и составляет менее 1% от общего 
количества клеток (рис. 3Г).

В работе Bogaert и соавт. [31] мышей иммунизиро-
вали модельным аллергеном овальбумином, но вме-
сто гидроокиси алюминия использовали адъювант 
Фрейнда. В ходе этапа провокации мышам вводили те 
же аллергены в виде аэрозоля. В итоге авторы наблю-
дали формирование у мышей проявлений БА. Главным 
образом развивалось воспаление в ткани легких, в то 
время как другой важный признак патологии – ГРБ – 
авторами не оценивался. При анализе клеточного со-
става БАЛ была выявлена смешанная инфильтрация 
легких провоспалительными клетками – нейтрофилами 
и эозинофилами, содержание которых составляло 25 и 
12%, соответственно, от общего количества клеток [31].

В другом исследовании описан аналогичный про-
токол иммунизации мышей линии C57BL/6 с исполь-
зованием смеси OVA и адъюванта Фрейнда и последу-
ющей аэрозольной провокации OVA [32]. В результате 
у животных развивались ГРБ, гиперплазия бокало-
видных клеток эпителия бронхов, а также детектиро-
валось значительное количество нейтрофилов в БАЛ 
(около 50% от общего количества клеток), при этом 
эозинофилы также присутствовали в значительном ко-
личестве (20% от общего количества клеток). Выше-
указанные проявления патологии развивались по Th1- 
и Th17-зависимым механизмам, так как наблюдалась 
значительная активация экспрессии ИФН-γ и ИЛ-17. 
Системное введение дексаметазона не влияло на сте-
пень нейтрофильного воспаления в легких этих мышей 
и экспрессию ИФН-γ и ИЛ-17 [32].

В данном исследовании мы применили описанный 
выше протокол, когда мышей иммунизировали OVA 
в смеси с адъювантом Фрейнда с последующей прово-
кацией раствором OVA (группа OVA/FA). Аналогично, 
при анализе клеточного состава БАЛ мы наблюдали 
смешанную инфильтрацию легких нейтрофилами 
и эозинофилами, количество которых составило 5 900 ± 
1766 кл/мл и 10 800 ± 2481 кл/мл, что соответство-
вало 3 и 6% от общего количества клеток в БАЛ 
(рис. 3В, Г). Кроме того, в отличие от исследования Bogaert 
и соавт. [31], мы регистрировали развитие выраженной 
ГРБ в данной группе мышей. Известно, что гидроокись 
алюминия является так называемым Th2-адъювантом, 
в то время как адъювант Фрейнда преимущественно 

поляризует иммунный ответ по Th1- и Th17-типу [33]. 
По всей видимости, замена гидроокиси алюминия на 
адъювант Фрейнда на этапе иммунизации привела 
к активации Th1- и Th17-зависимых механизмов и, как 
следствие, к заметной инфильтрации легких нейтро-
филами. Учитывая тот факт, что, как в нашем исследо-
вании, так и в работах P. Bogaert и соавт. [31] и L. De-
jager и соавт. [32], кроме нейтрофилов, в легких мышей 
в значительном количестве обнаруживались эозино-
филы, можно предположить, что Th2-иммунный ответ 
на вводимый аллерген у этих мышей также был акти-
вирован. Это предположение подтверждается тем, что 
выявлена активация в БАЛ не только экспрессии ИФН-γ 
и ИЛ-17, но и Th2-цитокинов (ИЛ-4 и ИЛ-13) [31]. 

Опубликовано несколько исследований, в которых 
для индукции экспериментальной БА вместо OVA при-
меняли причинно-значимый аллерген клещей домаш-
ней пыли (HDM) [34–37]. В работе Gavino  и соавт. [34] 
раствор экстракта HDM вводили мышам ингаляционно 
в течение 3 недель без предварительной парентеральной 
иммунизации, после чего у них формировались признаки 
БА: ГРБ, гиперсекреция слизи и ремоделирование бронхов. 
В развитие этих патологический изменений лежат Th2- 
и Th17-зависимые механизмы, так как в легких мышей 
активировалась экспрессия как ИЛ-4, так и ИЛ-17 [34]. 
В другой работе H.T.T. Tan и соавт. [37] использовали по-
хожий протокол, когда раствор HDM в высокой концен-
трации четырехкратно вводили мышам в виде аэрозоля. 
В результате также наблюдали нейтрофильное воспа-
ление в легких, ГРБ, гиперсекрецию слизи и ремодели-
рование респираторного тракта [37]. Такой эффект экс-
тракта HDM авторы связывают с тем, что содержащийся 
в нем аллерген Dep p способствует формированию ал-
лергической реакции, сопровождающейся продукцией 
аллерген-специфических антител класса IgE, инфиль-
трацией легких эозинофилами. В то же время содержа-
щиеся в экстракте липополисахариды активируют Th17-
опосредованную нейтрофилию легких [34].

Поэтому в ряде исследований для индукции нейтро-
фильного типа воспаления применяли липополисаха-
риды [35, 36, 38]. L. Xu и соавт. иммунизировали мы-
шей внутрибрюшинно смесью OVA, HDM, гидроокиси 
алюминия и ЛПС с последующими провокациями OVA 
и HDM. Использование ЛПС способствовало значи-
тельному усилению нейтрофильного воспаления; доля 
этих клеток в БАЛ достигала 30% от их общего количе-
ства [35]. В работе An и соавт. ЛПС применялся не для 
иммунизации мышей, а для аэрозольной провокации 
в смеси с аллергеном OVA, что также приводило к зна-
чительной инфильтрации легких нейтрофилами, доля 
которых в БАЛ составляла в среднем 20% [36].

В нашем исследовании, в отличие от работ [35] 
и [36], на этапе сенсибилизации применялся OVA 
в смеси с адъювантом Френда с последующей провока-
цией смесью OVA и ЛПС (группа OVA/LPS). В резуль-
тате в БАЛ значительно возрастало количество нейтро-
филов (до 39 800 ± 8 843 кл/мл, что составляло ~10% от 
общего количества клеток) и макрофагов (до 384 156 ± 
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67 775 кл/мл, что составляло ~75% от общего количе-
ства клеток) (рис. 3Б, Г). Эти данные согласуются с ре-
зультатами работы An и соавт., которые также выявили 
значительную инфильтрацию нейтрофилами (~20%) и 
макрофагами (~60%) легких мышей, подвергнутых ин-
галяциям смесью OVA и ЛПС [36]. Однако, в отличие 
от исследования [36], где инфильтрация эозинофилами 
также была высокой и составляла ~20% от общего коли-
чества клеток БАЛ, в нашем эксперименте эозинофилы 
не выявлялись (рис. 3В).

Следует отметить, что смешанная инфильтрация 
легких эозинофилами и нейтрофилами, которая на-
блюдается в подавляющем большинстве исследований 
в моделях на мышах [28, 31, 32, 35, 36], в целом соответ-
ствует клинической картине, наблюдаемой у человека [11]. 
Однако для изучения механизмов нейтрофильного 
воспаления требуется создание модели на животных, 
в которой в очаге воспаления (в данном случае в легких) 
будут накапливаться пр еимущественно нейтрофилы. 
В данном исследовании мы описали протокол модели-
рования БА на мышах, при котором ткань легких экс-
периментальных животных преимущественно инфиль-
трирована нейтрофилами, а не эозинофилами. Для этого 
на этапе иммунизации животных аллергеном вместо ги-
дроокиси алюминия использовали адъювант Фрейнда, 
а на этапе провокации мышам ингаляционно вводили 
смесь аллергена и липополисахарида. Такой прото-
кол позволил воссоздать у мышей основные проявле-
ния БА: помимо нейтрофильного воспаления в легких 
(рис. 3Г, рис. 4), развивалась выраженная ГРБ (рис. 2Б) 
и ф ормировались признаки ремоделирования респира-

торного тракта – гиперплазия и метаплазия эпителия 
бронхов (рис. 4).

Известно, что нейтрофильное воспаление тесно 
связано с активацией Th17-клеток [39, 40], поэтому 
мы дополнительно изучили экспрессию маркерных 
генов Th1-, Th2- и Th17-иммунного ответа в клетках 
БАЛ мышей группы OVA/LPS, в которой отмечалась 
максимальная нейтрофилия ткани легких. В качестве 
Th1-маркера был выбран ген Ifng, кодирующий ци-
токин ИФН-γ (рис. 5A), в качестве Th2-маркера – ген 
Il4, кодирующий цитокин ИЛ-4 (рис. 5Б), в качестве 
Th17-маркера – ген Il17f , кодирующий цитокин ИЛ-17F 
(рис. 5В). Мы подтвердили, что нейтрофильное воспа-
ление в группе OVA/LPS ассоциировано с значительной 
активацией экспрессии гена  Il17f (рис. 5В), в то время 
как экспрессия генов Ifng и Il4 увеличивалась, но не так 
значительно (рис. 5А, Б).

Таким образом, нами предложен протокол индукции 
экспериментальной нейтрофильной БА у мышей, кото-
рый включает внутрибрюшинную иммунизацию сме-
сью модельного аллергена овальбумина и адъюванта 
Фрейнда с последующей аэрозольной провокацией тем 
же самым аллергеном в смеси с ЛПС. Данный подход 
позволил воспроизвести основные проявления нейтро-
фильной БА: продукцию аллерген-специфических ан-
тител класса IgE, развитие гиперреактивности бронхов, 
ремоделирование респираторного тракта и инфильтра-
цию ткани легких нейтрофилами. При этом формиро-
вание данной патологии протекало по Th17-зависимым 
механизмам, что соответствует клинической картине за-
болевания.
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Резюме
Реддитукс® – противоопухолевое средство, представляющее собой моноклональ-

ное антитело против трансмембранного антигена CD20. Препарат зарегистрирован 
в Российской Федерации с 2016 г. Будучи наиболее дешевым биоаналогом лекарственных 
средств, содержащих ритуксимаб, включенных в перечень жизненно необходимых и важ-
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(ДВККЛ) как в комплексной, так и в монотерапии. Работ, оценивающих опыт клиниче-
ского применения Реддитукса® в Российской Федерации, не опубликовано. Нами про-
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ния составили пациенты, проходившие курс иммунохимиотерапии в режиме CHOP. Пока-
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Abstract
Reddytux® is an antitumor agent that is a monoclonal antibody against the CD20 trans-

membrane antigen. The drug is registered in Russian Federation since 2016. Reddytux® is the 
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Введение
Последние годы отмечены рядом важнейших от-

крытий в сфере онкогематологии. Неизлечимые ранее 
быстропрогрессирующие заболевания, такие, например, 
как диффузная В-крупноклеточная лимфома (ДВККЛ), 
стали поддаваться иммунотерапии. В ответ на потреб-
ность в новых, более эффективных схемах лечения, были 
разработаны таргетные методы иммунохимиотерапии, 
основанные на использовании моноклональных анти-
тел. Так, применение моноклонального антитела против 
CD20 (ритуксимаб) совместно со стандартными дозами 
циклофосфамида, доксорубицина, винкристина и пред-
низолона (R-СНОР) позволило достичь более высокой 
эффективности, беспрогрессивной и общей выживаемо-
сти у пациентов с диффузной ДВККЛ [1, 2, 7–10]. 

ДВККЛ –  это наиболее часто встречающийся ва-
риант агрессивных неходжкинских лимфом и пред-
ставляет собой опухоль, при которой наблюдается 
диффузный рост с инфильтрацией лимфоузлов и/или 
нелимфатических органов и тканей крупными лимфо-
идными В-клетками. ДВККЛ характеризуется агрес-
сивным клиническим течением со склонностью к бы-
строму росту и раннему прогрессированию, а также 
высокой чувствительностью к иммунохимиотерапии 
[3–6]. Диагностика ДВККЛ основывается на взятии би-
опсийного материала из пораженного лимфоузла или 
органа с последующим проведением иммуногистохи-
мического анализа и иммунофенотипирования. Также 
диагностическое значение имеет определение уровней 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и мочевой кислоты [7, 8].

В апреле 2016 г. Минздравом России был зарегистри-
рован биоаналог ритуксимаба Реддитукс® (Reddytux®). 
Регистрационное удостоверение № ЛП-003584 выдано 

компании «Д-р Редди’с Лабораторис Лтд.», Индия. 
Упаковщиком и фасовщиком данного препарата в Рос-
сии является АО «Р-Фарм», г. Ярославль. Реддитукс® 

по качеству, биологическому действию, безопасности 
и эффективности соответствует препарату Мабтера® 
(«Ф.Хоффманн-Ля Рош, Лтд.», Швейцария), который 
занимает первое место по объему продаж в России (бо-
лее 8,5 млрд руб. в год) среди препаратов, содержащих 
ритуксимаб.

Так как ритуксимаб – лекарственный препарат, кото-
рый входит в перечень жизненно необходимых и важ-
нейших лекарственных препаратов для медицинского 
применения (ЖНВЛП) по состоянию на 2019 г. и госу-
дарство берет на себя финансовую ответственность за 
обеспечение им пациентов, нельзя не отметить эконо-
мическую выгоду препарата Реддитукс®. По данным 
регистра лекарственных средств, для препарата «Ри-
туксимаб» установлена цена производителя на уровне 
21800 рублей (лекарственный препарат в форме концен-
трата для приготовления раствора для инфузий с концен-
трацией действующего вещества ритуксимаба 10 мг/мл 
объемом 10 мл, количество в упаковке – 2 шт.), тогда 
как рыночная стоимость препарата Реддитукс® 
в той же концентрации начинается в среднем от 2800–
3000 рублей за 10 мл. Рыночная стоимость препарата 
Реддитукс® почти в два раза ниже, чем у препарата Маб-
тера® в той же концентрации.

Цели данной работы – изучение эффективности при-
менения препарата Реддитукс® в составе режима имму-
нохимиотерапии R-CHOP у пациентов с ДВККЛ, а также 
прогнозирование течения данного заболевания на основе 
анализа клинической эффективности режимов иммуно-
химиотерапии с включением и без включения Редди-
тукса® и оценке факторов прогноза заболевания.
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cheapest biosimilar drug containing rituximab, included in the list of vital and most important 
drugs for medical use. This means that it can be the best-choice medication in the treatment 
of patients with diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) in complex and monotherapy. No 
works evaluating the clinical experience of Reddytux® in Russian Federation have been pub-
lished. We conducted a study on the effectiveness of the use of the Reddytux® (rituximab bio-
analogue) in patients older than 35 years with DLBCL during immunochemotherapy in the 
R-CHOP mode. As a control was taken a group of patients who underwent a course of immuno-
chemotherapy in the CHOP mode. It was shown that in the group treated in the R-CHOP regi-
men (with the inclusion of the Reddytux® preparation), the frequency of complete remissions 
increased, the overall and event-free survival rate, the mortality of patients during treatment 
decreased, and the number of relapses decreased. In addition, a clinical example of the suc-
cessful use of R-CHOP therapy with the addition of the Reddytux® preparation is given, which 
made it possible to achieve complete remission of the disease, confi rmed by CT data.
Keywords: Reddytux®; rituximab; R-CHOP; immunotherapy; immunochemotherapy; diffuse large B-cell lymphoma
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Материал и методы
Характеристика пациентов. Работа проводилась 

на базе отделения гематологии филиала № 3 ФГБУ 
«ГВКГ им. Н.Н. Бурденко» Минобороны России. В ис-
следование было включено 38 пациентов (23 мужчины 
и 15 женщин) в возрасте 35–68 лет, страдающих ДВККЛ. 
Основная группа включала 19 пациентов (12 мужчин, 
7 женщин). Пациентам была назначена иммунохимио-
терапия в режиме R-CHOP (Реддитукс® совместно со 
стандартными дозами циклофосфамида, доксоруби-
цина, винкристина и преднизолона). Группа сравнения  
включала 19 пациентов (11 мужчин; 8 женщин), про-
ходивших курс иммунохимиотерапии в режиме CHOP 
(стандартные дозы циклофосфамида, доксорубицина, 
винкристина и преднизолона).

Диагностика ДВККЛ. Обязательный комплекс об-
следования пациентов включал сбор жалоб, анамнеза, 
объективный осмотр, лабораторные методы исследова-
ния: общий анализ крови, общий анализ мочи, биохими-
ческие тесты (общий белок, АЛТ, АСТ, протромбиновый 
индекс, СРБ, фибриноген, ЛДГ, щелочная фосфатаза) для 
определения активно сти опухолевого процесса. Всем па-
циентам проводили ультразвуковое исследование (УЗИ) 
органов грудной клетки и брюшной полости, рентгеноло-
гическое исследование органов грудной клетки, компью-
терную томографию (КТ) малого таза, забрюшинного 
пространства, брюшной полости и грудной клетки. Маг-
нитно-резонансная томография (МРТ) выполнялась по 
показаниям. Проводили обязательное исследование пун-
ктата костного мозга с подсчетом миелограммы и гис-
тологическое исследование трепанобиоптата. Точный 
диагноз устанавливали на основании гистологического 
исследования биоптата лимфатических узлов и иммуно-
гистохимического исследования, а также иммунофеноти-
пирования периферической крови.

Первичный очаг опухолевого роста у пациентов ис-
следуемой группы располагался в лимфатических уз-
лах средостения, в подмышечных и шейных лимфати-
ческих узлах. Распределение по стадиям проводилось 
в соответствии с международным прогностическим 
индексом (МПИ) по системе Ann Arbor в модификации 
Cotswold. Результаты лечения оценивали в соответ-
ствии с международными критериями ответа опухоли 
на лечение.

Эффективность терапии оценивали после 2, 4 
и 6 циклов иммунохимиотерапии. Не ответившими 
на лечение считались пациенты, которые не достигли 
полной или частичной ремиссии после 4-х циклов те-
рапии, а также пациенты с признаками прогрессии 
на любом этапе лечения. Для оценки использовали 
критерии ответа на проводимое лечение по Cheson 
(в пересмотре 2007 г.) Отрицательный результат пози-
тронно-эмиссионной КТ являлся ключевым фактором 
для документированного подтверждения полной (ме-
таболической) ремиссии и был особенно важен для па-
циентов с остаточными опухолевыми массами по дан-
ным КТ. Результаты КТ позволили дать оценку ответа 
на лечение [6, 9].

Уровень значимости различий между параметрами 
2 режимов иммунохимиотерапии оценивали по расчет-
ному критерию χ2 Пирсона.

Результаты
Нами проанализированы клинические данные па-

циентов с ДВККЛ, часть из них проходила курсы им-
мунохимиотерапии в режиме CHOP, другая – в режиме 
R-CHOP, включавшем Реддитукс® (рис. 1).

Среди пациентов, получавших Реддитукс®, медиана 
возраста на момент начала лечения составила 45 лет 
(разброс от 35 до 68 лет). В группе пациентов, полу-
чавших лечение по протоколу CHOP без ритуксимаба 
и его биоаналогов, медиана составила 45 лет (разброс 
от 35 до 68 лет). Старше 60 лет было 21 и 19% паци-
ентов соответственно. В обеих группах у большинства 
пациентов была диагностирована III–IV стадия заболе-
вания: у 75% пациентов, получавших терапию в режиме 
R-CHOP, и у 70% пациентов, получавших терапию 
в режиме CHOP. МПИ определен у 57% пациентов, по-
лучавших Реддитукс® (R-CHOP), и у 56% пациентов, 
получавших терапию в режиме CHOP. К группе проме-
жуточного высокого и высокого риска (МПИ≥3) были 
отнесены 57% пациентов, получавших терапию с вклю-
чением Реддитукса® (R-CHOP) и 56% пациентов, полу-
чавших терапию в режиме CHOP.

Установлено, что применение Реддитукса® в составе 
R-CHOP-терапии позволило повысить частоту полных 
ремиссий у больных с ДВККЛ на 19% (рис. 2).

Среди пациентов, получавших лечение Реддитук-
сом® в составе R-CHOP-режима, рефрактерных к тера-
пии было на 9% меньше по сравнению со стандартной 
схемой (p = 0,079). Случаев рецидивов заболевания на-
блюдалось на 13% меньше (p = 0,018). Летальных ис-
ходов не наблюдалось во время лечения по обоим про-

Рис. 1. Клинические данные и характеристика пациентов 
с диффузной В-крупноклеточной лимфомой в начале иссле-
дования
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токолам. Из-за различных причин в ремиссии умерли 
20% пациентов, получавших иммунохимиотерапию по 
схеме CHOP. Включение Реддитукса® в схему лечения 
привело к снижению летальных случаев у пациентов 
в ремиссии до нуля. Общая выживаемость пациентов, 
находящихся на паллиативной химиотерапии по схеме 
CHOP, составила 52%, а бессобытийная выживаемость – 
20% при медиане наблюдения 5 лет. Общая выжи-
ваемость пациентов, принимающих дополнительно 
Реддитукс®, выросла до 80%, а бессобытийная выжи-
ваемость – до 60% при медиане наблюдения 3,5 года 
(p < 0,001). 

Нами проанализировано влияние на выживае-
мость и прогноз таких признаков, как поражение кост-
ного мозга, наличие В-симптомов, повышение уровня 
ЛДГ в периферической крови, возраст, МПИ и нали-
чие симптомов интоксикации по обоим протоколам. 
По итогам анализа двухлетняя бессобытийная вы-
живаемость несколько выше у пациентов в возрасте 
до 60 лет, 60% для реципиентов Реддитукса® в составе 
R-CHOP и 55% для реципиентов CHOP-режима имму-
нохимиотерапии. Пол пациентов, поражения костного 
мозга, наличие В-симптомов, повышенный уровень 
ЛДГ в крови не имели прогностической значимости 
в отношении бессобытийной выживаемости больных. 
На прогноз и выживаемость пациентов с ДВККЛ до-
стоверно влияла величина МПИ. Двухлетняя бессобы-
тийная выживаемость значительно хуже при МПИ, рав-
ном 4–5 (39%), в то время как при величине МПИ от 0 
до 1 она составила 96%.

Гематологическая токсичность от паллиативной 
иммунохимиотерапии высокой степени наблюдалась 
достаточно редко, с одинаковой частотой вне зависи-
мости от применяемого режима иммунохимиотерапии 
(рис. 3).

Основным токсическим осложнением лечения 
ДВККЛ стал острый инфекционный процесс (до 19% 
случаев), который развивался с одинаковой частотой 
как у пациентов из основной группы, так и из группы 
сравнения. Установлено, что включение Реддитукса® 
в схему лечения достоверно снижало тошноту и рвоту 
у пациентов по сравнению с CHOP-режимом иммуно-
химиотерапия (p = 0,027) (рис. 4).

Клинический случай
Пациентка А., 39 лет, вес – 39 кг, рост – 150 см. 

Диагноз: неходжкинская лимфома, В-крупноклеточная 
форма, IV стадия. Реактивный гепатит.
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Рис. 2. Сравнение эффективности протоколов лечения диффузной В-крупноклеточной лимфомы

Рис. 3. Гематоксические осложнения лечения диффузной 
В-крупноклеточной лимфомой
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Онкоиммунология

Анамнез заболевания
В начале мая 2014 г. появились боли в эпигастрии 

с иррадиацией в поясничную область и левую половину 
грудной клетки. В стационар поступила в состоянии 
средней степени тяжести, с выраженными болевым син-
дромом, опухолевой интоксикацией, В-симптомами.

Данные инструментальных методов исследования 
на момент поступления

По данным УЗИ: в паренхиме селезенки образование 
размером 12 мм, в воротах селезенки обнаружено об-
разование размером 17×25 мм. В воротах печени, гепа-
тодуоденальной связке и забрюшинном пространстве – 
множественные лимфоузлы, расположенные группами 
и конгломератами, размером 17, 32 и 45 мм. В эпига-
стральной области многоузловое образование размером 
82×45×55 мм, а также множественные лимфоузлы раз-
мером 6–8 мм в области поджелудочной железы. 

По данным КТ на момент поступления в стационар: 
в средней трети селезенки – образование 11 мм. В про-
екции аорты и крупных ветвей чревного ствола объем-
ное образование (конгломерат из лимфоузлов) размером 
100×90×80 мм.

Пункционная биопсия опухолевидного образования 
брюшной полости с последующим иммуногистохими-
ческим исследованием подтвердила диагноз ДВККЛ.

Курс терапии
Пациентке проведено 5 курсов иммунохимиотера-

пии с применением Реддитукса® в составе R-CHOP. По 
окончании 5-го курса по данным КТ и УЗИ наблюдалась 
частичная ремиссия заболевания. Учитывая хороший 
ответ на проводимое лечение, в дальнейшем было на-
значено еще 12 курсов монотерапии Реддитуксом®.

Контрольное обследование по окончании лечения 
(рестадирование)

После введения последнего 17-го курса иммунохимио-
терапии (февраль 2018 г.) у пациентки по данным КТ 
и УЗИ средостения и брюшной полости патологии не вы-
явлено. Наблюдалась полная ремиссия заболевания.

Заключение
Таким образом, на примере отделения гематоло-

гии филиала № 3 ФГБУ «ГВКГ им. Н.Н. Бурденко» 
Минобороны России показана эффективность при-
менения препарата Реддитукс® (зарегистрированного 
в Российской Федерации биоаналога ритуксимаба) 
в составе R-CHOP-режима иммунохимиотерапии у па-
циентов старше 35 лет с ДВККЛ. Его применение по-
вышает частоту полных ремиссий, снижает рецидивы 
заболевания, уменьшает смертность пациентов во 
время лечения, а также увеличивает показатели выжи-
ваемости пациентов по сравнению с обычной CHOP-
иммунохимиотерапией. Реддитукс® – наиболее деше-
вый биоаналог лекарственных средств, содержащих 
ритуксимаб, включенных в Реестр жизненно необходи-
мых и важнейших лекарственные препаратов, он может 
быть препаратом выбора при лечении больных ДВККЛ 
как в комплексной, так и в  монотерапии. Однако для 
подтверждения полученных результатов необходимо 
проведение дальнейших более масштабных рандомизи-
рованных проспективных исследований.

Вклад авторов. Концепция и дизайн исследо-
вания – Григорьевский В.А. Сбор и обработка материала 
– Зубкова О.А. Статистическая обработка – Зубкова О.А., 
Жернов Ю.В. Написание текста – Жернов Ю.В., Поро-
шина А.С., Кашутина М.И. Редактирование – Жер-
нов Ю.В., Порошина А.С., Кашутина М.И. Окончатель-
ный вариант и целостность – Кудлай Д.А., Хаитов М.Р.

Рис. 4. Общетоксические осложнения лечения диффузной 
В-крупноклеточной лимфомы
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Резюме
Цель исследования – анализ ассоциаций полиморфных вариантов rs3213619, 

rs2229109, rs1128503, rs2032582 гена ABCB1 с чувствительностью к терапии циклоспо-
рином в популяции русских. Использованы образцы ДНК 168 больных псориазом рус-
ской этнической принадлежности. Генотипирование полиморфных локусов rs3213619, 
rs2229109, rs1128503, rs2032582  ABCB1 гена проведено методом полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени с использованием амплификатора CFX 96™ Real-
Time Cycler (BioRad, США). Впервые была обнаружена ассоциация rs1045642 с риском 
развития негативных реакций и отсутствием эффективности терапии циклоспорином 
у больных псориазом (отношение шансов 2,58, 95% доверительный интервал 1,64–4,06). 
Для подтверждения полученных результатов необходимы репликативные исследования 
на независимых выборках в различных популяциях.
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The aim of the present study was to assess the association rs3213619, rs2229109, rs1128503, 
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Генетические маркеры ответа на терапию циклоспорином у больных псориазом

Псориаз – хроническое воспалительное заболевание 
кожи, характеризующееся гиперпролиферацией эпи-
дермальных клеток, нарушением кератинизации, вос-
палительной реакцией в дерме. Для лечения псориаза 
различной степени тяжести применяют фототерапию, 
глюкокортикоиды, аналоги витаминов A и D, иммуно-
депрессанты и генно-инженерные биологические пре-
параты. 

Циклоспорин – иммуносупрессивный препарат, 
представляющий собой циклический липофильный 
полипептид из 11 аминокислот. Основными клет-
ками-мишенями для циклоспорина являются CD4+-Т-
лимфоциты, активация которых лежит в основе раз-
вития иммунного ответа при псориазе. Циклоспорин 
на клеточном уровне блокирует покоящиеся лимфо-
циты в фазах клеточного цикла G0 или G1, подавляет 
продукцию и секрецию цитокинов активированными 
Т-лимфоцитами. 

Разработка и внедрение методов, позволяющих 
персонализировать фармакотерапию,  – одна из при-
оритетных задач медицины, поскольку это связано 
с недостаточной безопасностью и эффективностью ле-
карственных средств. Так, по данным исследований, 
у 10–40% пациентов применение лекарственных пре-
паратов оказывается неэффективным [1]. Ежегодно 
в США умирают около 100 тыс. человек и более 2 млн 
госпитализируют по поводу нежелательных лекарствен-
ных реакций (НЛР) [1]. В развитие НЛР и неэффектив-
ности лекарственной терапии существенный вклад 
вносят генетические факторы. Циклоспорин наиболее 
эффективен в лечении тяжелых форм псориаза и псори-
атического артрита. Однако отмечено, что в отдельных 
случаях  применение этого препарата приводит к тяже-
лым токсическим повреждениям почек, интенсивным 
болям в костях и снижению эффективности [2]. 

Цель исследования – оценить влияние полиморфных 
вариантов rs3213619, rs2229109, rs1128503, rs2032582 
и rs1045642 гена ABCB1, кодирующего P-гликопротеин – 
АТФ-связывающий кассетный транспортер, осущест-
вляющий энергозависимый перенос субстратов через 
мембрану, на эффективность терапии циклоспорином 
у больных псориазом русской этнической принадлеж-
ности.

Материал и методы
В работе использованы образцы ДНК 168 больных 

псориазом, состоящих на учете и находящихся на ста-

ционарном лечении в городских кожно-венерологи-
ческих диспансерах Москвы и Санкт-Петербурга. Тяжесть 
и активность болезни, а также чувствительность к те-
рапии циклоспорином после 3 мес оценивали по ин-
дексу площади и тяжести псориатических поражений 
PASI (Psoriasis Area and Severity Index). В группе па-
циентов, получавших циклоспорин, оценку эффектив-
ности терапии проводили после трех месяцев лечения. 
Достижение величины индекса PASI > 75% расцени-
валось как выраженная клиническая эффективность 
терапии псориаза, тогда как при индексе PASI ≤ 50% – 
как отсутствие чувствительности к лечению. ДНК вы-
деляли из лимфоцитов периферической крови методом 
фенольно-хлороформной экстракции [3]. Генотипиро-
вание пяти однонуклеотидных полиморфизмов (SNPs) 
гена ABCB1 (табл. 1) было проведено методом полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени 
с использованием амплификатора CFX 96™ Real-Time 
PCR Detection System (Bio-Rad, США). Соответствие 
наблюдаемого распределения частот генотипов теоре-
тически ожидаемому равновесному распределению по 
закону Харди–Вайнберга оценивали с помощью точ-
ного критерия Фишера [4] в программе FINNETI. Ста-
тистическую обработку полученных данных проводили 
с использованием пакета прикладных программ PLINK 
[5], FINNETI и MS Excel 2013 (Microsoft). При срав-
нении частот аллелей и генотипов в группах больных 
и здоровых лиц применяли критерий χ2, точный крите-
рий Фишера и критерий χ2 с поправкой Йетса для таблиц 
сопряженности 2 × 2. Силу ассоциаций генотипических 
характеристик c риском развития псориаза оценивали 
по значениям показателя отношения шансов (ОШ, odds 
ratio, OR). Для коррекции множественных сравнений 
применяли поправку Бонферрони.

Результаты и обсуждение
С учетом оценки PASI после трех месяцев терапии 

циклоспорином 104 больных псориазом были иден-
тифицированы как чувствительные к лечению PASI > 
75%, тогда как 64 пациента с PASI ≤ 50% – без эффек-
тивности терапии. При анализе распределения частот 
моделей наследования полиморфных вариантов SNPs 
rs3213619, rs2229109, rs1128503, rs2032582 гена ABCB1 
у больных псориазом с клинической эффективностью 
терапии и у пациентов без улучшений не было выявлено 
достоверных отличий (р >0,05). Показано, что частота 
редкого аллеля T (0,58) генетического варианта C3435T 
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ABCB1 была значительно выше в группе больных псо-
риазом, демонстрирующих неэффективность терапии 
циклоспорином, по сравнению с противоположной 
когортой (0,28) (табл. 2). Таким образом, было обнару-
жено, что носительство аллеля T rs1045642 повышает 
риск развития негативных реакций и отсутствия эффек-
тивности терапии циклоспорином у больных псориазом 
(ОШ 2,58; 95% ДИ 1,64 – 4,06). Вышеуказанная ассоци-
ация остается статистически значимой и после введения 
поправки Бонферрони на множественные сравнения. 
Кроме того, анализ ассоциаций моделей наследова-
ния полиморфного варианта C3435T (rs1045642) гена 
ABCB1 у больных псориазом с эффективной терапией 
циклоспорином выявил, что при доминантной модели 
наследования (TT+CТ vs CC) повышен риск развития 
негативных реакций и отсутствия эффективности те-
рапии циклоспорином у больных псориазом (ОШ 4,01;  
95% ДИ 1,82 –8,98) в 2 раза в сравнении с рецессивной 
моделью (TT vs CC+CT) (ОШ 2,50; 95% ДИ 1,14–5,50) 
(см. табл. 2). 

Согласно результатам многочисленных исследова-
ний, ответы на лекарственное воздействие варьируют 
у представителей различных этнических групп [6]. 
Ведущая роль генетических факторов в развитии НЛР 
предполагает, что в основе возникновения вариаций 
при ответе на фармакотерапию лежат генетические 
межпопуляционные различия. Наиболее ранняя работа, 

оценивающая межэтнические различия в частотах алле-
лей и генотипов полиморфных маркеров гена ABCB1, 
связана с анализом полиморфизма данного гена в ев-
ропейских популяциях и далее – в популяциях других 
регионов [6]. В исследовании 84 пациентов с псориазом 
в греческой популяции в течение 3-месячного периода 
лечения циклоспорином A выявлена статистически зна-
чимая ассоциация SNP rs1045642 в гене ABCB1 с неэф-
фективностью терапии (р = 0,0075) [7], что согласуется 
с результатами данного исследования, полученными 
для русской популяции. 

Ген ABCB1 кодирует Р-гликопротеин (MDR1 
multidrug resistance protein 1 – белок множественной ле-
карственной устойчивости 1; CD243) – это представи-
тель суперсемейства ABC-транспортеров, участвующий 
в переносе ксенобиотиков [8]. Ген ABCB1 размером 
100 kb картирован на хромосоме 7, локус 21.1 и со-
держит 28 экзонов. Ген является высокополиморфным 
и в настоящий момент идентифицировано более 8000 
SNPs, из которых 390 расположено в кодирующих ре-
гионах [9]. Наиболее изучены три SNPs гена ABCB1 – 
1236C>T, 2677G>T/A и 3435C>T. Полиморфный ва-
риант 3435C>T локализован в 26 экзоне и является 
синонимичной заменой I (Ile) > I (Ile). Исследования 
выявили, что этот синонимичный полиморфизм может 
изменять уровень Р-гликопротеина путем влияния на 
экспрессию мРНК, альтернативный сплайсинг и эффек-

Таблица 1. Полиморфизмы, последовательности праймеров и номенклатура аллелей анализируемых маркеров гена ABCB1

Ген Полиморфизм Последовательность праймеров

ABCB1

T-129C (rs3213619) 5’-ATTGGCTGGGCAGGAACA-3’
5’-TTTGGAAGATACTCCGAC-3’

G1199A (rs2229109) 5’-CAGCTATTCGAAGAGTGGGC-3’
5’-CCGTGAGAAAAAAACTTCAAGG -3’

C1236T (rs1128503) 5’-TCTTTGTCACTTTATCCAGC-3’
5’-TCTCACCATCCCCTCTGT-3’

G2677T (rs2032582) 5’-TGCAGGCTATAGGTTCCAGG-3’
5’-TTTAGTTTGACTCACCTTCCCG-3’

C3435T (rs1045642) 5’-TAGGCCAGAGAGGCTGCC-3’
5’-AGTGGCTCCGAGCACACC30-3’

Таблица 2. Результаты анализа ассоциаций полиморфного локуса rs1045642 гена ABCB1 у больных псориазом с эффективностью 
терапии циклоспорином

Модель наследования Частота у больных 
с PASI 50 p (%), 

n = 64

Частота у больных 
с PASI 75 p (%), 

n = 104

χ² 
(p-value)

ОШ 
(95% ДИ)

Аллельная модель T vs C 74/54
(57,8/42,1)

72/136
(28,4/71,5)

17,35
(0,00003)

2,58
(1,64–4,07)

Кодоминантная модель наследования 
TT vs CT vs CC

22/30/12 
(34,3/46,8/18,7)

18/36/50
(17,3/34,6/48)

15,6
(0,0004) –

Доминантная модель наследования 
TT+CT vs CC

52/12
(81,2/18,7)

54/50
(51,9/48,0)

14,6
(0,00013)

4,01
(1,82–8,98)

Рецессивная модель наследования 
TT vs CC+CT

22/42
(34,3/65,6)

18/86
(17,3/82,7)

5,45
(0,02)

2,50
(1,14–5,50)

Примечание. n – численность групп; p – частота генотипа (аллеля, модели наследования); χ2 (р) – оценка достоверности раз-
личий по распределению частот генотипов между двумя группами; ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал; 
жирным шрифтом выделены статистически значимые различия. 
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тивность трансляции [10, 11]. Этот SNP демонстрирует 
выраженную межэтническую вариабельность [12]. Час-
тоты  распространенности аллеля 3435T составляют 
0,17–0,27 у африканцев, 0,41–0,66 у азиатов и 0,48–0,57 
у европейцев [13–17]. Варианты гена ABCB1 ассоции-
руют с изменениями в фармакокинетике  лекарственных 
препаратов, с эффективностью лечения и развитием не-
желательных реакций. 

У носителей аллеля Т rs1045642 повышен риск раз-
вития побочных эффектов в результате низкой экспрес-
сии гена ABCB1, влияющей на снижение количества 
Р-гликопротеина в кишечнике, печени, почках и эндоте-
лии гемато-энцефалического барьера. Это, в свою оче-
редь, требует снижения дозы препарата, являющегося 
субстратом Р-гликопротеина, с узким терапевтическим 
диапазоном (например, циклоспорина, дигоксина, такро-
лимуса и др). 

В результате данного исследования впервые иден-
тифицирован фармакогенетический маркер эффектив-
ности терапии циклоспорином у больных псориазом 
русской этнической принадлежности, что является 
предпосылкой для разработки и внедрения в практику 
персонализированного подхода к иммуносупрессивной 
терапии. 

Заключение
Полиморфный вариант rs1045642 гена ABCB1 ас-

социирован с отсутствием  эффективности лечения 
циклоспорином и повышенным риском возникновения 
нежелательных реакций у больных псориазом русской 
этнической принадлежности. Для подтверждения ре-
зультатов настоящего исследования необходимы репли-
кативные исследования на независимых выборках в раз-
личных популяциях. 
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Резюме
Невынашивание беременности остается актуальной медико-социальной проблемой во 

всем мире. Фетально-материнское взаимодействие, в котором большое значение играют 
про- и противовоспалительные цитокины, определяет исход беременности. Целью иссле-
дования была сравнительная оценка иммунного микроокружения в плаценте и гравидарном 
эндометрии на различных мышиных моделях беременности. При моделировании физиоло-
гической беременности использовали комбинацию мышей ♀CBA×♂BALB/c. Спонтанные 
аборты воспроизводили при скрещивании ♀CBA×♂DBA/2. Индуцированные или потен-
цированные иммуностимулятором аборты моделировали соответственно в комбинациях 
♀CBA×♂BALB/c или ♀CBA×♂DBA/2 внутрибрюшинным введением β-гептилгликозида 
мурамилдипептида на 5-й и 7-й дни гестации. Мышей выводили из эксперимента 
на 8-й день гестации и выделяли маточно-плацентарные единицы. В фиксированных 
формалином срезах маточно-плацентарных единиц, залитых парафином, иммуногисто-
химически окрашивали клетки, продуцирующие трансформирующий ростовой фактор-β 
(ТФРβ) и интерлейкин-10 (ИЛ-10), с последующей оценкой плотности их распределения. 
В супернатантах гомогенатов маточно-плацентарных единиц определяли концентрацию 
цитокинов ИЛ-1α, ИЛ-5, ИЛ-10, интерферона-γ (ИФН-γ). На модели спонтанных абортов 
плотность ТФРβ- и ИЛ-10-продуцирующих клеток в гравидарном эндометрии была суще-
ственно ниже, чем у мышей с физиологической беременностью. В условиях индуцирован-
ных абортов количество этих клеток не отличалось от такового при физиологической бере-
менности, а на модели потенцированных абортов была снижена плотность распределения 
только ИЛ-10+-клеток. В гомогенатах маточно-плацентарных единиц мышей отмечался 
низкий уровень ИЛ-1α в группах спонтанных и потенцированных абортов. В группе инду-
цированных абортов наблюдали наибольший уровень ИЛ-5 в сравнении с группами физи-
ологической беременности и потенцированных абортов. Уровень ИЛ-10 был наибольшим 
в группе физиологической беременности, а в группе спонтанных абортов – наименьшим, 
что соответствовало показателям плотности ИЛ-10+-клеток, полученных в результате ана-
лиза иммуногистохимического окрашивания. Уровень ИФН-γ был наибольшим в группе 
физиологической беременности и наименьшим в группе спонтанных абортов. В группе 
потенцированных абортов его уровень увеличился по сравнению с группой спонтанных 
абортов. Усиление резорбции в группе индуцированных абортов происходит на фоне сни-
жения уровня ИЛ-10 и повышения уровня ИЛ-5, а в группе потенцированных абортов – 
на фоне повышения уровней как ИЛ-10, так и ИФН-γ. Очевидно, что абортогенное дей-
ствие С7МДП у беременных мышей с исходно различным уровнем эмбриональных потерь 
реализуется с участием различных иммунных механизмов. 
Ключевые слова: иммунная толерантность; цитокины; мурамилдипептид; невынашивание беременности
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Введение
Частота невынашивания беременности варьирует 

от 12 до 27% всех клинически установленных бере-
менностей и не имеет тенденции к снижению [1]. Бо-
лее чем в 30% случаев потери беременности обуслов-
лены нарушениями иммунной толерантности матери 
к фетоплацентарной единице [2]. При этом механизмы, 
с помощью которых иммунные расстройства вызывают 
самопроизвольный аборт, остаются до конца не изучен-
ными. Гестация сопровождается сложными по дина-
мике и последовательности, строго регулируемыми им-

мунными реакциями, направленными на поддержание 
полуаллогенной беременности путем создания толеро-
генного микроокружения для тканей плода, экспресси-
рующего чужеродные отцовские антигены. Иммуноло-
гическая связь между матерью и развивающимся в ней 
зародышем в отсутствие прямого контакта формируется 
благодаря взаимодействию материнского и фетального 
компонентов плаценты, а именно децидуальной обо-
лочки и трофобласта соответственно. Толерантность 
иммунной системы матери к фетальным антигенам осу-
ществляется в присутствии большого числа материн-
ских лейкоцитов. 

Artemyeva K.A.1, Bogdanova I.M.1, Stepanova I.I.1, Boltovskaya M.N.1, 
Kalyuzhin O.V.2, Stepanov A.A.1, Zemlyakov A.E.3

Features of the immune microenvironment in the placenta 
and gravidar endometrium in mice with spontaneous, 
induced and potentiated abortions
1  Research Institute of Human Morphology, Ministry of High Education and Science of the Russian Federation, 
117418, Moscow, Russia

2  I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Heathcare of the Russian 
Federation, 119991, Moscow, Russia

3 V.I. Vernadsky Crimean Federal University, 295007, Simferopol, Russia

Abstract
Miscarriage remains an actual public health problem worldwide. Fetal-maternal interaction, 

in which pro- and anti-infl ammatory cytokines are of great importance, determines the outcome 
of pregnancy. The aim of the study was to perform a comparative assessment of the immune mi-
croenvironment in the placenta and gravidar endometrium in various mouse modelsof pregnancy. 
The non-abortion-prone ♀CBA×♂Balb/c mating was used for modeling a physiological preg-
nancy. Spontaneous abortions were reproduced by the abortion-prone ♀CBA×♂DBA/2 mating. 
Abortions induced or potentiated by an immunostimulant were simulated in ♀CBA×♂BALB/c 
or CBA×♂DBA/2 matings, respectively, by intraperitoneal injections of muramyl dipeptide 
β-heptylglycoside (C7MDP) on the 5th and 7th days of gestation. Mice were sacrifi ced on the 8th day 
of gestation, then uteroplacental units were isolated. In formalin-fi xed, paraffi n embedded tissue 
sections from uteroplacental units, cells producing transforming growth factor-β (TGF-β) and inter-
leukin-10 (IL-10) were immunohistochemically stained, followed by an assessment of their distri-
bution density. In homogenates of uteroplacental units of mice, a low level of IL-1α was observed 
in the groups of spontaneous and potentiated abortions. In the group of induced abortions, the high-
est level of IL-5 was observed in comparison with the groups of physiological pregnancy and po-
tentiated abortions. The level of IL-10 was the highest in the group of physiological pregnancy, and 
the lowest in the group of spontaneous abortions, which corresponded to the density of IL-10+-cells 
obtained by analysis of immunohistochemical staining. IFN-γ was highest in the physiological preg-
nancy group and lowest in the spontaneous abortion group. In the group of potentiated abortions, 
its level increased in comparison with the group of spontaneous abortions. Increased resorption 
in the induced abortion group occurs against the background of a decrease in IL-10 and an increase 
in IL-5, and in the potentiated abortion group against a background of an increase in both IL-10 and 
IFN-γ. Obviously, the abortogenic effect of C7MDP in pregnant mice with initially different levels 
of embryonic loss is realized with the participation of various immune mechanisms. 
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Иммуномодулирующие молекулы, экспрессируе-
мые и секретируемые клетками децидуа и плаценты, 
могут быть прямо вовлечены в супрессию локальных 
воспалительных реакций. Интерлейкин-10 (ИЛ-10) счи-
тается одним из важнейших медиаторов успешной бе-
ременности у человека и мыши. Он играет ключевую 
роль в поддержании иммунной толерантности, главным 
образом через снижение уровня провоспалительных 
цитокинов, таких как ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-12 и фактор не-
кроза опухоли α (ФНОα), и блокаду экспрессии моле-
кул II класса главного комплекса гистосовместимости 
и костимуляторных молекул CD80/CD86 [3]. ИЛ-
10 продуцируют клетки адаптивного иммунитета, 
включая регуляторные Т-клетки (Treg) и некоторые 
субпопуляции CD8+-Т-лимфоцитов, а также клетки 
врожденного иммунитета – моноциты, макрофаги, ден-
дритные клетки,  гранулоциты, нейтрофилы, эозинофилы 
и тучные клетки [4, 5]. Выработка ИЛ-10 контроли-
руется и программируется в маточно-плацентарной 
зоне (МПЗ) на различных стадиях нормальной бере-
менности. У мышей ИЛ-10 экспрессируется в тече-
ние всей гестации с пиком на 12-й день. Нарушения 
продукции ИЛ-10 ассоциированы с невынашиванием 
и осложнениями беременности, такими как прежде-
временные роды, задержка роста плода и преэкламп-
сия. На моделях in vivo показано, что введение реком-
бинантного ИЛ-10 полностью или частично купирует 
симптомы, характерные для неблагоприятных исходов 
беременности [6].

Трансформирующий ростовой фактор β (ТФРβ) – 
еще один ключевой медиатор иммуносупрессии, ин-
дуцируемой Treg, которые могут непосредственно 
секретировать растворимые супрессорные факторы 
или индуцировать их выработку другими, в том числе 
антиген-представляющими, клетками [7]. CD4+CD25+-
Treg играют важную роль в поддержании феталь-
ной толерантности в период имплантации и в ранней 
фазе беременности, но их участие не является необ-
ходимым в поздние сроки аллогенной беременности 
у мышей [8, 9]. ТФРβ поляризует дифференцировку 
наивных CD4+CD25--T-клеток после антигенной стиму-
ляции в CD4+CD25+Foxp3+-Treg [10].

Основным постулатом современных представлений 
о роли иммунной системы во время беременности явля-
ется активное фетально-материнское взаимодействие, 
в котором ведущую роль играют про- и противовоспали-
тельные цитокины [11–14]. Так, ИЛ-10 рассматривается 
как ключевой цитокин ранней беременности, поскольку 
участвует в ряде важнейших событий, таких как форми-
рование плаценты [15], плацентарный ангиогенез, регу-
ляция трофобластической инвазии, а также защищает 
фетоплацентарную единицу путем подавления синтеза 
и секреции провоспалительных цитокинов, включая 
ИЛ-6, ФНОα, интерферон γ (ИФН-γ). ИЛ-10 также мо-
жет участвовать в М2-поляризации через активацию 
сигнального пути JAK-STAT при связывании с ИЛ-10 
специфическим рецепторным комплексом [16]. Влия-
ние ИЛ-5 на рост и функции плаценты и массу потом-

ства определяется генотипом самца. Так, у потомства 
ИЛ-5-нокаутных самок отмечали небольшое увеличе-
ние массы тела, более выраженное у F1 C57Bl/6 и CBA 
[17]. ИЛ-1α повышает экспрессию металлопротеиназы 
ММР-3, необходимой для ремоделирования стромы, 
в периимплантационном периоде, обеспечивая про-
грессирование беременности [18]. С другой стороны, 
повышение уровня ИЛ-1α может быть одной из при-
чин потери беременности [19]. ИФН-γ играет важную 
физиологическую роль в структурно-функциональной 
гестационной перестройке стромы и сосудов эндомет-
рия, регуляции активности трофобласта [20]. В то же 
время ряд клинических и экспериментальных данных 
свидетельствуют о том, что избыток ИФН-γ связан 
с осложнениями беременности вплоть до гибели плода 
у человека и животных [21]. 

Мышь, обладая сходным с человеком типом ма-
точно-плацентарной области и плаценты, а также близ-
кой к человеку структурой материнского и плодного 
кровообращения [22], широко используется для модели-
рования невынашивания. Самки мышей CBA/J, спари-
вающиеся с самцами DBA/2, подвержены спонтанному 
прерыванию беременности вследствие многочисленных 
иммунных нарушений и часто используются при моде-
лировании спонтанных абортов [23]. Ранее нами были 
разработаны модели индуцированных и потенцирован-
ных абортов, вызванных введением β-гептилгликозида 
мурамилдипептида (С7МДП) мышам с исходно физио-
логической беременностью или спонтанными абортами 
соответственно [24]. С7МДП является синтетическим 
производным мурамилдипептида (МДП) – природного 
иммуноактивного компонента пептидогликана кле-
точной стенки бактерий [25, 26]. Связываясь с ре-
цептором NOD2, МДП и его производные запускают 
NF-κB-сигнальный путь [27, 28] и стимулируют про-
дукцию провоспалительных цитокинов Th1-клетками 
и макрофагами [29, 30]. 

На моделях in vivo установлено, что МДП усиливает 
гуморальный и клеточный иммунный ответ, регули-
рует баланс Тh1/Th2 [31, 32, 33]. Особый интерес для 
иммунологии репродукции представляет присутствие 
NOD2-рецепторов в цитотрофобласте и синцитиотро-
фобласте в I триместре беременности человека [34]. 
Клетки трофобласта in vitro отвечают на экспозицию 
с МДП продукцией провоспалительных цитокинов. 
Реакция является специфичной, поскольку NOD2-
дефицитные линии клеток трофобласта не отвечают 
на МДП [35]. 

Цель работы – сравнительная оценка иммунного 
микроокружения в плаценте и гравидарном эндо-
метрии у мышей при спонтанных, индуцированных 
и потенцированных абортах.

Материал и методы

Экспериментальные животные
Исследование проводили на 8–10-недельных мы-

шах инбредных линий CBA, DBA/2, Balb/c массой тела 
23–25 г, полученных из филиала «Столбовая» Научного 
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центра биомедицинских технологий ФМБА России. 
Эксперименты осуществляли в соответствии с прави-
лами проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных, утвержденными приказом Минз-
драва СССР № 755 от 12 августа 1977 г. На проведение 
эксперимента получено разрешение биоэтической ко-
миссии НИИ морфологии человека (протокол № 6А 
от 19 октября 2009 г.) 

Моделирование физиологической и патологической 
беременности у мышей

С целью получения датированной беременности 
самок в стадии проэструс-эструс подсаживали на ночь 
к самцам в отношении 3–4:1. День появления копуля-
тивной пробки обозначали как 1-й день гестации (ДГ). 

Для моделирования аллогенной физиологической 
беременности использовали комбинацию линий мышей 
♀CBA×♂ Balb/c, высокий уровень спонтанных абортов 
воспроизводили при скрещивании самок CBA с сам-
цами DBA/2 [36]. Для моделирования индуцированных 
и потенцированных абортов группам мышей с исходно 
нормальной беременностью или спонтанными абор-
тами соответственно на 5-й ДГ (завершение имплан-
тации) и 7-й ДГ (до начала формирования плаценты) 
внутрибрюшинно в 0,1 мл 0,9% раствора NaCl вводили 
С7МДП в дозе 20 мкг на 1 животное (≈1 мг/кг). С7МДП 
синтезирован по методу [37] и предоставлен для моде-
лирования иммунозависимых абортов кафедрой орга-
нической химии ФГАОУ ВО Крымского федерального 
университета имени В.И. Вернадского, г. Симферополь. 
Выбранная доза С7МДП соответствовала ED50, опре-
деленной в серии экспериментов на моделях сепсиса 
in vivo [29]. Мышей выводили из эксперимента путем 
цервикальной дислокации под эфирным наркозом на 
8-й ДГ (начало формирования плаценты). Частоту ре-
зорбции оценивали по формуле 

R = Re × 100%,Re + F

где R – доля резорбированных эмбрионов/плодов по 
отношению к общему числу плодов, Re – количество 
резорбированных эмбрионов, F – количество жизнеспо-
собных эмбрионов [38]. 

Для проведения исследования были сформированы 
4 экспериментальные группы животных по 6 особей 
в каждой:

1) самки с физиологической беременностью;
2) самки со спонтанными абортами;
3) самки с индуцированными абортами;
4) самки с потенцированными абортами. 

Иммуногистохимическое окрашивание
После выведения животных из эксперимента осу-

ществляли забор маточно-плацентарных единиц. Мате-
риал фиксировали в 10% растворе нейтрального форма-
лина. Кусочки тканей проводили по спиртам восходящей 
крепости (70º, 80º, 96º, 100º), заливали в парафин, изго-
тавливали срезы толщиной 5-7 мкм. В фиксированных 

формалином срезах препаратов маточно-плацентар-
ных единиц, залитых парафином, были специфически 
окрашеныклетки, продуцирующие ТФР-β и ИЛ-10, 
кроличьими поликлональными анти-ТФРβ (1:100, ab 
66043, Abcam, Cambridge, Великобритания) козьими 
поликлональными анти-ИЛ-10 (sc-1783, 1: 100, Santa 
Cruz Biotechnology, Texas, США) соответственно. 
В качестве вторичных антител были использованы кро-
личьи поликлональные антитела к IgG козы, меченные 
пероксидазой хрена (ab 6741, Abcam, Cambridge, UK), 
а также набор для проявления LabVision™ UltraVision™ 
LP Detection System: HRPPolymer/DABPlus Chromogen 
(TL-015-HD), ThermoScientifi c™, Cheshire, Великобри-
тания). По окончании инкубации с антителами срезы 
докрашивали гематоксилином Майера.

Выделение маточно-плацентарных тканей 
для определения продукции цитокинов ex vivo

Маточно-плацентарные единицы каждой мыши из-
мельчали ножницами и в гомогенизаторе Поттера в рас-
творе Хенкса, рН 7,2 (ПанЭко, Россия), с добавлением 
1 таблетки смеси ингибиторов протеаз / 10 мл Complete 
Mini protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, 
Indianapolis, Indianapolis, США): 50 мг ткани в 0,5 мл 
раствора. После этого их центрифугировали при 
12000 об/мин в течение 3 минут. Супернатанты соби-
рали в объеме 0,3 мл и измеряли концентрацию белка 
по Лоури. Затем их хранили при -80°С до использования 
для анализа.

Проточная цитофлюориметрия
Концентрацию цитокинов ИЛ-1α, -5, -10, ИФН-γ 

определяли в супернатантах гомогенатов маточно-пла-
центарных единиц, выделенных на 8-й ДГ с использо-
ванием набора Mouse TX1/TX2 10plex (Bender Med Sys-
tems, Австрия) на приборе Cytomics FC 500 (Beckman 
Coulter, США). Концентрацию цитокинов вычисляли 
с помощью программы Flow Cytomix Pro (Beckman 
Coulter, США). 

Морфометрические методы
Морфометрическое исследование проводили 

на микроскопе Leica DM 2500 с цифровой фотока-
мерой при помощи графического планшета и про-
граммы Image Scope M (Leica Microsystems GmbH, 
Германия). Подсчитывали плотность распределения 
ТФРβ- и и ИЛ-10+-клеток на 1 мм2 площади гравидар-
ного эндометрия в препаратах маточно-плацентарных 
единиц.

Статистическая обработка результатов
Данные анализировали с помощью программы 

Sigma Stat 3.5 (Systat Software, Inc.). Характер распре-
деления анализируемых параметров в выборках оцени-
вали с помощью критерия Колмогорова–Смирнова, для 
сравнения двух выборок использовали непараметричес-
кий U-критерий Манна–Уитни. Для сравнения долей 
применяли z-критерий с коррекцией Йейтса. Результаты 
представляли в виде медианы и квартилей. Различия 
считали значимыми при p < 0,05.
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Результаты 
В настоящей работе на 8-й ДГ частота резорбции 

в группе физиологической беременности составляла 
12,5%, спонтанных абортов – 34,8%, группах индуци-
рованных и потенцированных абортов – 46,7 и 50,0% 
соответственно (табл. 1). Развивающуюся беременность 
характеризовало наличие полноценного эмбриона 
и всех его мембран. Эктоплацентарный конус (ЭПК) 
имел характерную заостренную форму. Четко визуали-
зировались гигантские клетки трофобласта, располо-
женные по периметру эмбриональной полости. Резорб-
цией считали как полное исчезновение эмбриона и его 
мембран, так и отдельные изменения: задержку роста, 
значительные нарушения строения ЭПК, в т. ч. уплоще-
ние или полное его исчезновение. Наблюдали расши-
рение сосудов в зоне мезометриальной decidua (вплоть 
до формирования гигантских полостей) и застой крови 
в них, а также конденсацию трофобласта и геморрагии 
в decidua basalis. 

В результате проведенного исследования выявили 
следующие изменения в маточно-плацентарной области 
(табл. 2). Медиана плотности клеток, продуцирующих 

ТФРβ, была наибольшей в группе индуцированных 
абортов и наименьшей – в группе спонтанных абортов. 
Медиана плотности клеток, продуцирующих ИЛ-10, 
в группе физиологической беременности была наиболь-
шей, а в группе спонтанных абортов – наименьшей.

В сравнении с группой физиологической беременно-
сти группа спонтанных абортов изначально отличалась 
низким уровнем ТФРβ- и ИЛ-10-продуцирующих кле-
ток. Вероятно, это является одной из причин высокого 
уровня резорбции эмбрионов в этой группе. Группу по-
тенцированных абортов отличала большая плотность 
ТФРβ+- и ИЛ-10+- клеток по сравнению с группой спон-
танных абортов, но меньшая – по сравнению с группой 
индуцированных абортов. 

Измеряли концентрацию цитокинов ИЛ-1α, ИЛ-5, 
ИЛ-10, и ИФН-γ в гомогенатах маточно-плацентарных 
единиц (табл. 3). В сравнении с группой физиологичес-
кой беременности отмечалось снижение уровня ИЛ-1α 
в группах спонтанных и потенцированных абортов, 
а в группе потенцированных абортов – по сравнению 
с группой индуцированных. В группе индуцирован-
ных абортов наблюдали наибольший уровень ИЛ-5 
в сравнении с группами физиологической беременно-
сти и потенцированных абортов. Уровень ИЛ-10 был 
наибольшим в группе физиологической беременно-
сти, достоверно отличаясь от уровня этого цитокина 
в группах спонтанных и индуцированных абортов, 
а в группе спонтанных абортов – наименьшим, что со-
ответствовало показателям плотности ИЛ-10+-клеток, 
полученных в результате анализа иммуногистохими-
ческого окрашивания. Отмечалось снижение уровня 
ИЛ-10 в группе индуцированных абортов по сравне-
нию с группой физиологической беременности, но 
повышение его в группе потенцированных абортов 
в сравнении с группой спонтанных абортов. Уровень 
ИФН-γ был наибольшим в группе физиологической 
беременности и наименьшим в группе спонтанных 
абортов. В группе потенцированных абортов его уро-
вень увеличился по сравнению с группой спонтанных 
абортов. 

Обсуждение
Полученные результаты определения частоты ре-

зорбции на 8-й ДГ были сопоставимы как с результатами 
других авторов (7–13% и 11–41% резорбированных эм-
брионов при моделировании физиологической бере-
менности и спонтанных абортов, соответственно) [39], 
так и с нашими результатами определения резорбции 
на 14-й ДГ [40]. Очевидно, в течение 24–72 ч после 
первого введения С7МДП происходили структурно-
функциональные изменения плаценты и гибель эм-
бриона. В сравнении с группой физиологической 
беременности, группа спонтанных абортов изна-
чально отличалась низким уровнем ТФРβ- и ИЛ-10-
продуцирующих клеток. Вероятно, это является од-
ной из причин высокого уровня резорбции эмбрионов 
в этой группе. Потенцированные аборты отличала боль-
шая плотность ТФРβ+- и ИЛ-10+- клеток по сравнению 

Таблица 1. Частота резорбции эмбрионов на 8-й день гес-
тации

Группа

О
бщ

ее
 ч
ис
ло

 
эм
бр
ио
но
в

Ч
ис
ло

 р
ез
ор

-
би
ро
ва
нн

ы
х 

эм
бр
ио
но
в

Ч
ас
то
та

 р
е-

зо
рб
ци

и,
 %

Физиологическая беремен-
ность (n = 6) 48 6 12,5

Спонтанные аборты (n = 6) 46 16 34,8*
Индуцированные аборты 
(n = 6) 45 21 46,7*

Потенцированные аборты 
(n = 6) 48 24 50,0*

Примечание. Статистически значимые отличия, p<0,05; 
* – от физиологической беременности.

Таблица 2. Плотность распределения ТФРβ+- и ИЛ-10+-клеток 
в маточно-плацентарной области (клеток/мм²), Me (Q1;Q3)

Группы ТФРβ ИЛ-10
Физиологическая 
беременность (1)

10,89 
(6,23;17,01)

12,17 
(7,55;16,17)

Спонтанные 
аборты (2)

1,9 
(1,16; 3,47)

0 
(0,0; 4,1)

Индуцированные 
аборты (3)

12,75 
(5,55; 21,44)

9,67 
(6,12; 14,37)

Потенцированные 
аборты (4)

8,85 
(3,56;14,17)

4,55 
(3,39; 8,05)

Достоверность 
различий

p1-2 = 0,001
p1-3 = 0,943
p1-4 = 0,21

p2-4 = 0,021
p3-4 = 0,128

p1-2 < 0,001
p1-3 = 0,5

p1-4 = 0,005
p2-4 = 0,006
p3-4 = 0,005
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Особенности иммунного микроокружения в плаценте и гравидарном эндометрии у мышей со спонтанными, индуцированными и потенцированными абортами

со спонтанными, но меньшая – по сравнению с инду-
цированными абортами. Очевидно, это связано со спо-
собностью С7МДП усиливать гуморальный и клеточ-
ный иммунный ответ, а также регулировать баланс Тh1/
Th2. Линейными различиями объясняется, вероятно, 
тот факт, что в группе индуцированных абортов не на-
блюдалось статистически значимых изменений в плот-
ности распределения ТФРβ- и ИЛ-10-продуцирующих 
клеток в сравнении с физиологической беременностью. 
Увеличение количества этих клеток, в свою очередь, не 
отменяло абортогенный эффект других факторов, опре-
деляющих высокий уровень резорбции в группе потен-
цированных абортов, и не запускало компенсаторный 
механизм, направленный на отмену резорбции. При-
мечательно, что минимальные значения уровней цито-
кинов характерны для группы спонтанных абортов. Ис-
следование культивируемых клеток трофобласта мыши, 
полученных из ЭПК, показало, что ИФН-γ усиливает 
фагоцитарную активность клеток трофобласта как 
механизм снабжения плода железом и питательными 
веществами до начала формирования и функциониро-
вания плаценты [41]. Таким образом, как избыток, так 
и недостаток этого цитокина может оказывать неблаго-
приятное воздействие на развивающийся эмбрион. Де-

фицит плацентарной и децидуальной продукции ИЛ-10 
ассоциирован с внутриутробной задержкой роста плода 
у женщин и лабораторных мышей, а также характе-
рен для беременности с высокой частотой спонтанных 
абортов [42, 43]. Несмотря на однотипное воздействие 
С7МДП на беременных самок, усиление резорбции 
в группе индуцированных абортов происходит на фоне 
снижения уровня ИЛ-10 и повышения уровня ИЛ-5, 
а в группе потенцированных абортов – на фоне повыше-
ния уровней как ИЛ-10, так и ИФН-γ. Подобное разли-
чие можно объяснить как индивидуально-групповыми 
различиями в реактивности животных, так и плейотроп-
ным эффектом данного вещества. Очевидно, абортоген-
ное действие С7МДП у беременных мышей с исходно 
различным уровнем эмбриональных потерь реализу-
ется с участием различных иммунных механизмов. Та-
ким образом, в работе впервые исследованы особенно-
сти экспрессии цитокинов ТФРβ, ИЛ-1α, ИЛ-5, ИЛ-10 
и ИФН-γ, участвующих, по данным литературных ис-
точников, в создании толерогенного микроокружения 
маточно-плацентарной единицы и защищающих эм-
брион от иммунной атаки со стороны матери, на моде-
лях индуцированного и потенцированного невынаши-
вания беременности у мышей.

Таблица 3. Уровень цитокинов в маточно-плацентарных единицах (пг/мг белка), Me (Q1; Q3)

Цитокины
Группа

ИЛ-1α ИЛ-5 ИЛ-10 ИФН-γ

Физиологическая беременность (1) 4,87 (4,57;7,23) 6,19 (3,51;10,54) 11,17 (8,57;13,3) 25,69 (13,73;28,96)
Спонтанные аборты (2) 2,34 (2,31;2,39) 5,24 (4,82;7,76) 2,88 (1,85;3,61) 9,12 (7,28;9,89)
Индуцированные аборты (3) 5,89 (4,79;6,95) 13,23 (11,85;18,64) 7,91 (7,17;9,36) 23,36 (11,99; 29,23)
Потенцированные аборты (4) 2,14 (1,78;2,44) 5,52 (3,79;7,43) 4,18 (2,49;4,48) 12,11 (12,01;12,58)
Достоверность различий р1-2 = 0,005

р1-3 = 0,432
р1-4 = 0,005
р2-4 = 0,842
р3-4 < 0,001

р1-2 = 0,432
р1-3 = 0,025
р1-4 = 0,394
р2-4 = 1,000
р3-4 = 0,005

р1-2 = 0,001
р1-3 = 0,025
р1-4 < 0,001
р2-4 = 0,038
р3-4 = 0,01

р1-2 = 0,001
р1-3 = 1,000
р1-4 = 0,038
р2-4 = 0,005
р3-4 = 0,038
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Резюме
Введение. Состав микробиоты полости рта имеет определяющее значение в  формиро-

вании нормального микробиоценоза, а его дисбаланс может быть причиной патофизиоло-
гических процессов не только полости рта, но и всего организма. Нарушение разнообразия 
микрофлоры ротовой полости, уменьшение в количественном отношении представленно-
сти условно-патогенной микрофлоры способствуют заселению патогенными штаммами 
и коррелируют с различными заболеваниями ротовой полости, такими, как кариес и паро-
донтиты, заболеваниями желудочно-кишечного тракта и бронхолегочной системы.

Цель исследования – определить влияние мурамилпептида ГМДП (Ликопид® 1 мг) 
на микробный пейзаж ротовой полости здоровых добровольцев.

Материал и методы. При информированном согласии у 48 здоровых добровольцев 
18–23 лет проводили забор ротовой жидкости до приема ГМДП (профилактический 
прием, Ликопид® 1 мг) и через 4 дня после 10-дневного курса 1 таблетка сублингвально 
1 раз в день.  Микробиологическое исследование  ротовой жидкости выполняли с помо-
щью газовой хромaто-масс-спектрометрии микробных маркеров.

Результаты. Иммуномодулирующее средство на основе мурамилпептида способ-
ствует увеличению разнообразия микрофлоры ротовой полости, уменьшению в количе-
ственном выражении Candida albicans, Clostridium diffi cile и Porphyromonas gingivalis. 

Заключение. Применение иммуномодулирующего средства на основе  мурамилпеп-
тида целесообразно для формирования нормального сбалансированного микробиоце-
ноза с целью предотвращения заселения патогенами.
Ключевые слова: микробиота; ротовая полость; мурамилпептид; ГМДП; биоценоз; иммуномодуляторы; му-
козальный иммунитет
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Введение
Микроорганизмы, населяющие кожные покровы 

и слизистые человека, являются необходимым усло-
вием поддержания гомеостаза, и принимают участие во 
всех процессах жизнедеятельности организма человека 
с момента рождения [1–4]. В стерильных условиях 
в экспериментальной модели животные не способны 
сформировать адекватную систему защиты от патоге-
нов [5], нарушаются процессы метаболизма, приводя-
щие к ожирению [6, 7], онкологическим  заболеваниям 
[8, 9], формированию фенотипа аутизма [10].

Установление определяющего значения микроор-
ганизмов в формировании и поддержании гомеостаза 
человека послужило основанием для формирования по-
нятия «суперорганизм» [11, 12], учитывая эволюционно 
сформировавшиеся связи между макроорганизмом 
и населяющими его микроорганизмами; геном микро-
биоты рассматривается как третий основной геном 
у человека наряду с ядерным и митохондриальным [13] 
и превышает по объему геном хозяина в 10 раз [14]. 

Предпринимаются усилия для выяснения сложности 
композиции микроорганизмов, составляющих уни-
кальную экосистему желудочно-кишечного тракта, 
его слизистых, эпидермиса, исследуются механизмы 
регуляции микроорганизмами нормобиоценоза, их 
участия в инфекционном процессе, выраженности 
клинических проявлений, исходе заболевания: излече-
нии или хронизации [15]. Особое внимание уделяется 
микробному составу ротоглотки как прогностическому 
маркеру стоматологического статуса и ЛОР-патологии 
[16, 17].

Анализ микробиома полости рта здоровых людей 
с использованием последних достижений в техноло-
гии секвенирования выявил, что большая часть видов 
бактериальных микроорганизмов у здоровых людей, не 
состоящих в родстве,  идентична [18]. Показано, что на-
личие микробных ассоциаций и разнообразный состав 
микрофлоры биотопов полости рта свидетельствуют 
о нормоценозе и являются благоприятным прогности-
ческим фактором излечения [19, 20]. В то же время 
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Abstract
Introduction. The composition of the microbiota of the oral cavity is crucial in the 

formation of a normal biocenosis, its imbalance can be the cause of pathophysiological 
processes not only of the oral cavity, but also of the whole organism. Disorder of the 
microbiome diversity in the oral cavity, a quantitative decrease in the presence of opportunistic 
microfl ora contributes to the population of pathogenic strains and correlates with various 
diseases of the oral cavity, such as caries and periodontitis, diseases of the gastrointestinal 
tract and bronchopulmonary system. 

The aim of the study was to determine the effect of muramyl peptide GMDP (Likopid 
1 mg) on the microbial landscape of the oral cavity of healthy volunteers.

Material and methods. With informed consent, 48 healthy volunteers aged 18–23 years 
were taken oral fl uid before taking the GMDP (prophylactics with Likopid® 1 mg) and 4 days 
after a 10–day course, 1 tablet sublingually 1 time per day. A microbiological study of the oral 
fl uid was carried out using gas chromato-mass spectrometry of microbial markers. 

Results. The use of an immunomodulating agent based on muramyl peptide increases 
the diversity of the microfl ora of the oral cavity, and reduces in quantitative terms Candida 
albicans, Clostridium diffi cile and Porphyromonas gingivalis. 

Conclusion. The use of an immunomodulating agent based on muramyl peptide is 
advisable for the formation of a normal balanced microbiocenosis in order to prevent pathogen 
colonization.
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охарактеризованы микроорганизмы и их ассоциации, 
оказывающие патологическое действие на слизистую 
ротовой полости, пародонт и ткани зуба. В полости 
рта выделяют три основных сообщества: а) микроор-
ганизмы, населяющие слизистую оболочка щеки, оро-
говевшую десну и твердое нёбо; б) микроорганизмы, 
населяющие суб- и супрагингивальные бляшки; в) ми-
кроорганизмы, находящиеся в слюне и на языке [21]. 
Слюна является наиболее удобным объектом изучения 
и широко используется в клинических исследованиях 
для выявления корреляции между составом микробио-
ценоза и развитием местного или системного патофи-
зиологического процесса, в том числе инфекционной 
природы.

В данном исследовании ставились з адачи изуче-
ния разнообразия микрофлоры, представленной 
в ротовой полости, и выявления возможности регу-
ляции микробиоценоза с помощью низкомолекуляр-
ных биорегуляторов бактериального происхождения. 
К числу наиболее изученных низкомолекулярных 
компонентов бактериальной природы относятся 
мурамилпептиды. Они представляют собой фраг-
менты пептидогликана бактерий и реализуют свою 
активность через NOD2-рецепторы врожденного 
иммунитета, запуская провоспалительный ответ 
организма [22]. По современным представлениям 
NOD2-рецептор является основным рецептором 
врожденного иммунитета, регулируя активность 
реакций не только врожденного, но и адаптивного 
иммунитета [23]. Активация NOD2-рецептора при-
водит к продукции ИЛ-1, ИЛ-6, интерферона-γ, 
а также дефензинов и кателицидинов – основных фак-
торов противоинфекционного процесса [24]. Показано 
также влияние мурамилпептидов на представителей 
микробного сообщества: аналог глюкозаминилмура-
милдипептида (ГМДП) способствует индукции факто-
ров Rfps у Micobacterium tuberculosis, ответственных 
за выход бактерии из дормантной формы, обеспечи-
вая  эффективность химиотерапии туберкулеза [25], 
что является теоретическим обоснованием получен-
ных ранее на практике результатов эффективного ле-
чения туберкулеза ликопидом в составе комплексной 
терапии [26]. 

Материал и методы
Участники исследования. В исследовании при-

нимали участие 48 здоровых добровольцев в возрасте 
18–23 лет: 28 женщин и 20 мужчин. Исследование про-
ходило в Медицинском центре РУДН. У всех участни-
ков исследования получено информированное согла-
сие на участие в исследовании согласно Хельсинкской 
декларации Всемирной  медицинской ассоциации 
и обработку персональных данных [27].  Критерием 
включения стало отсутствие заболеваний полости рта, 
в том числе кариеса и пародонтита, и ЛОР-органов; все 
пациенты не употребляли антибиотики в последние 
2 мес до проведения исследования и во время экспери-
мента, не курили, не употребляли продукты, содержащие 

алкоголь. Материалом для исследования служила рото-
вая жидкость. 1 мл слюны забирали стерильным шпри-
цем из подъязычной области в стерильные пробирки до 
применения ГМДП (препарат Ликопид® 1 мг, АО «Пеп-
тек», Москва, Россия) и через 4 дня после 10-дневного 
курса препарата. Препарат применяли согласно ин-
струкции сублингвально 1 раз в день за 30 мин до еды 
в течение 10 дней.

Анализ микробиологического состава ротовой 
жидкости проводили с помощью стандартного метода 
газовой хромaто-масс-спектрометрии с определением 
количественного содержания специфических марке-
ров: альдегидов, стеринов, карбоновых кислот [28]. 
Нижний предел чувствительности метода составляет 
104 КОЕ/мл.

Статистический анализ. Для сравнения групп ис-
пользовали непараметрический Т-критерий Вилкок-
сона. Достоверными считали различия при р < 0,05.

Результаты и обсуждение 
Исследование микрофлоры ротовой жидкости здо-

ровых лиц молодого возраста (18–23 года) до приема 
иммуномодулятора ГМДП (Ликопид® 1 мг, 10 дней, 
1 раз в день) и через 4 дня после 10-дневного курса 
показало его влияние на состав микробного пейзажа 
30 человек, что составляет 62,5% от общего количества 
участников исследования (табл.1). У 18 (37,5%) человек 
отсутствовал статистически значимый эффект ГМДП 
на микробный состав ротовой жидкости. Состав их 
микробиоценоза максимально приближался к нормо-
ценозу: отсутствовали представители Candida аlbicans 
и грам-отрицательной микрофлоры, преобладали 
Firmicutes. 

Достоверные изменения обнаружены для гриб-
ковой микрофлоры: количество лиц, у которых реги-
стрировался Candida albicans, уменьшилось более чем 
в 5 раз (табл.1), при этом произошло замещение гриб-
ковой микрофлоры представителями лактобактерий 
и бифидобактерий. Статистически значимые измене-
ния также зафиксированы для Clostridium spp: после 
применения ГМДП уменьшение представленности 
этого микроорганизма уменьшилось почти вдвое. Раз-
нообразие микрофлоры повысилось у 73% молодых 
людей, основная доля микроорганизмов была пред-
ставлена Streptococcus, Veillonella, Lactobacterium, 
Bifi dobacterium. Наши данные согласуются с результа-
тами других исследований, согласно которым в ротовой 
жидкости здоровых взрослых преобладающие таксоны 
принадлежали к Firmicutes (род Streptococcus; семей-
ство Veillonellaceae, род Granulicatella), Proteobacteria 
(рода Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria (рода 
Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes, 
что дало основание E. Zaura и соавт. [18] выдвинуть 
концепцию «основного микробиоценоза» в состоя-
нии здоровья. Достоверно уменьшилась обсеменен-
ность ротовой полости Porphyromonas gingivalis, 
присутствие которых часто регистрируется при за-
болеваниях пародонта [29], верхних отделов желу-
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дочно-кишечного тракта, дыхательных путей, толстой 
кишки, при болезни Альцгеймера и ревматоидном 
артрите [30]. 

Наблюдаемые под действием ГМДП изменения 
могут быть обусловлены  воздействием препарата на 
иммунную систему человека, а также воздействием 
на представителей микробного сообщества. Известно, 
что ГМДП реализует свою активность через NOD2-
рецепторы [31]. Поскольку  мурамилпептиды – ли-
ганды NOD2-рецептора – консервативны как у грам-
положительных, так и у грам-отрицательных бактерий, 
NOD2 обнаруживает реагирование на большое раз-
нообразие микроорганизмов [32]. Исследованы также 
другие сенсоры мурамилпептидов, ответственные за ре-
ализацию противоинфекционной защиты врожденного 
иммунитета [33]. Мурамилпептиды эффективны при 
лечении аллергических заболеваний [34] за счет смеще-
ния баланса Th1/Th2 [35], они используются в патоге-
нетической терапии псориаза [36] и коррекции цитопе-
ний [37], потенцируют действие цитостатиков в тера-
пии опухолей [38]. Анализ бактерицидной активности 
ротовой жидкости продемонстрировал эффективность 
использования препарата ГМДП в терапии заболева-
ний полости рта у пациентов с дисбактериозом слизи-
стой оболочки [39]. В комплексной терапии пациентов 
с острыми одонтогенными периоститами [40] выявлена 
высокая клинико-иммунологическая эффективность 
ГМДП за счет восстановления параметров иммунного 
статуса в результате прироста числа Т-хелперов, обра-
зования адекватного уровня основных классов имму-
ноглобулинов и ликвидации дефектов фагоцитарной 
и микробицидной активности нейтрофильных грануло-
цитов. 

Эффективность мурамилпептидов и, в частности, 
ГМДП в коррекции патологий, связанных с иммунной 
системой, является основанием для широкомасштабных 
экспериментальных исследований, десятки статей еже-
годно публикуются в научных журналах. В то же время 

воздействие мурамилпептидов на представителей бак-
териального сообщества не так широко отражено в на-
учной литературе и, несомненно, представляет интерес. 
На сегодняшний день факторы, регулирующие состав 
микробиоценоза ротовой полости, привлекают особое 
внимание в связи со своей способностью оказывать 
существенное влияние на возникновение и течение па-
тофизиологического процесса, а также возможностью 
выступать отягощающим фактором при хирургическом 
вмешательстве. К изучению этих процессов привле-
чены эксперты различных специальностей, в том числе 
системной биомедицины, использующие и формирую-
щие электронные базы данных [41–43], что расширяет 
возможности экспериментальных и клинических иссле-
дований.

Заключение
Мы получили первое представление о влиянии низ-

комолекулярных регуляторов бактериального проис-
хождения на состав микробиоценоза ротовой полости, 
имеющее  прогностическое значение не только для 
диагностики воспалительных заболеваний, но и для 
разработки эффективных лечебно-профилактических 
мероприятий. Показано, что профилактическое исполь-
зование препаратов на основе мурамилпептидов увели-
чивает разнообразие микрофлоры и уменьшает количе-
ство Candida albicans, Clostridium spp. и Porphyromonas 
gingivalis. Увеличение разнообразия способствует фор-
мированию нормобиоценоза, препятствуя заселению 
ротовой полости патогенной микрофлорой.  Исследо-
вания в этом направлении представляют несомненный 
интерес, так как клиницисты получают инструмент 
целенаправленного регулирования микробного состава 
ротовой полости, что может быть использовано для те-
рапии заболеваний различной этиологии и профилак-
тики инфекционных осложнений при хирургическом 
вмешательстве.

Таблица 1. Частота встречаемости микроорганизмов в ротовой жидкости человека (возраст 18–23 года)

Виды микроорганизмов До приема ГМДП (Ликопид® 1 мг) 
(n = 48), ротовая жидкость

После приема ГМДП (Ликопид® 1 мг) 
(n = 48), ротовая жидкость

абс. % абс. %
Streptococcus spp. 48 100 48 100
Streptococcus mutans 47 97,92 48 100
Fusobacterium nucleatum  44 91,66 47 97,92
Veillonella spp. 40 83,33 43 89,58
Candida albicans 28 58,33 5 10,41*

Neisseria spp. 18 37,5 16 33,33
Bifi dobacterium spp. 29 60,41 35 72,92*

Eubacterium spp. 5 10,41 7 14,58
Lactobacterium spp. 27 56,25 41 85,42*
Porphyromonas gingivalis 6 12,5 2 4,17*

Clostridium spp. 39 81,25 21 43,75*

Staphylococus epidermidis 31 64,58 25 58,14*

Actinomyces spp. 19 39,58 26 54,17
Примечание. * – р < 0,05.  
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Серебрякова М.К., Кудрявцев И.В., Полевщиков А.В. 

Цитометрическая оценка связывания лектинов 
с различными популяциями тимоцитов мыши
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины» Минобрнауки России, 197376, г. Санкт-Петербург, Россия

Резюме
Актуальность. Работа посвящена оценке возможности использования лектинов для 

типирования лимфоидных и нелимфоидных клеток тимуса, а также разделения тимоцитов 
на субпопуляции. 

Материал и методы. В работе использованы 23 лектина, меченых флюоресцеинизо-
тиоцианатом. Исследование проведено на тимоцитах 80 самок мышей линии CBA мето-
дом проточной цитометрии. 

Результаты. Установлено, что ни один лектин не пригоден для идентификации не-
лимфоидных клеток тимуса, при этом результаты окрашивания лектинами подснежника 
и амариллиса практически точно соответствовали результатам использования антител 
к антигену CD45. Также ни один из лектинов не обеспечивал избирательного связыва-
ния с тимоцитами на любом из этапов их дифференцировки, хотя лектины виноград-
ной улитки и белоцветника, но не арахиса, преимущественно связывались с незрелыми 
клетками.

Заключение. По-видимому, применение лектинов для типирования тимоцитов огра-
ничивается областью сравнительной иммунологии и ветеринарии в случае отсутствия 
соответствующих моноклональных антител.
Ключевые слова: тимус; тимоциты; клетки стромы; субпопуляции тимоцитов; лектины; моноклональные 
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Abstract
Background. The work is devoted to assessing the possibility of using lectins for typing 

lymphoid and non-lymphoid thymus cells, as well as the separation of thymocytes into sub-
populations.

Material and methods. 23 FITC-labeled lectins were used in the work. The study was 
performed on thymocytes of 80 female CBA mice by fl ow cytometry. 

Results. It was found that not one lectin is suitable for identifi cation of non-lymphoid thy-
mus cells, while the results of snowdrop (GNA) and amaryllis (HHA) lectin staining almost 
exactly corresponded to the results of using antibodies to the CD45 antigen. None of the lec-
tins also provided selective binding to thymocytes at any of the stages of their differentiation, 
although the lectins of the Roman snail (HPA) and leucojum spring (LVA), but not peanuts 
(PNA), mainly associated with immature cells.
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Введение
Изменение поверхностного фенотипа в процессе 

дифференцировки играет ключевую роль в дальнейшей 
судьбе клетки. Исследование молекул, представленных 
на поверхности клеток, очень важно для понимания раз-
личных физиологических процессов, в том числе про-
цесса созревания и дифференцировки Т-лимфоцитов 
в тимусе. Однако если для человека и мыши в распо-
ряжении исследователей имеется целый ряд коммер-
ческих реагентов (моноклональных антител, МкАт), 
предназначенных для цитометрических и иммуноги-
стохимических исследований, то переход практически 
к любому другому объекту сопряжен с существенными 
методическими трудностями. 

В ходе созревания и дифференцировки тимоци-
тов изменяется не только состав белковых рецепторов 
и маркеров плазматической мембраны, но и ее углевод-
ная компонента. Комплексные молекулы гликопротеи-
нов и гликолипидов отвечают за разнообразные взаимо-
действия клетки и ее окружения [1]. Почти все ключевые 
молекулы, вовлеченные в реакции врожденного и при-
обретенного иммунитета, являются гликопротеинами, 
а такие процессы, как дифференцировка, активация 
и миграция, сопровождаются запрограммированным 
изменением состава углеводов на поверхности имму-
нокомпетентных клеток [2–4]. Углеводные компоненты 
молекул, задействованных в распознавании антигена, 
возможно, выполняют функцию позиционирования 
Т-клеточных рецепторов и молекул главного комплекса 
гистосовместимости (МНС). Кроме того, углеводы спо-
собствуют стабилизации отдельных белковых молекул, 
ограждая их от действия протеаз [5, 6]. 

Формирование углеводных компонент клетки 
осуществляется за счет работы гликозилтрансфераз 
и гликозидаз – высокоспецифичных ферментов, изби-
рательно модифицирующих углеводные структуры на 
поверхности клетки за счет добавления или удаления 
отдельных моносахаридов. Гены этих белков состав-
ляют более 1% всего генома, а их экспрессия четко ре-
гулируется в соответствии с клеточным метаболизмом, 
активацией, изменением микроокружения и возрастом 
[7, 8] 

Исследование углеводных компонентов мембраны 
является очень важным шагом к пониманию многих 
процессов, происходящих в клетке. Одним из подходов 
к изучению изменения экспрессии тех или иных углевод-
ных детерминант является использование широко рас-
пространенных в природе белков, получившим название 
лектинов, которые можно описать как углевод-связыва-
ющие белки или гликопротеины неиммунной природы, 
агглютинирующие или преципитирующие гликоконъю-
гаты, локализованные на клеточных поверхностях. 

Как и при использовании антител, для визуализа-
ции связывания лектинов с молекулами-мишенями ис-
пользуются их конъюгаты с флюоресцентными краси-
телями, ферментами (например, пероксидазой хрена), 
биотином, ферритином или частицами золота. При этом 
лектины могут использоваться при работе как с суспен-
зиями клеток, так и с гистологическими срезами. Кроме 
того, благодаря способности лектинов к агглютинации, 
возможно их использование для выделения тех или 
иных популяций клеток [9].

Одним из первых лектинов, использованных для вы-
деления различных популяций тимоцитов, был лектин 
арахиса (PNA). Данный лектин было предложено ис-
пользовать для выделения популяции незрелых корти-
кальных тимоцитов, чувствительных к действию ради-
ации и стероидных гормонов [10]. Для лектина соевых 
бобов (SBA) описано связывание с популяцией круп-
ных бластов в субкапсулярной зоне тимуса [11], а также 
с В-лимфоцитами мыши [12]. 

Для типирования разных популяций тимоцитов 
также использовали лектины бузины черной (SNA) 
и акации амурской (MAA), специфичные к различ-
ным сиаловым кислотам (NeuNAc 2,6-Gal и NeuNAc 
2,3-Gal) [13]. С помощью лектиногистохимии было 
показано, что тимоциты, окрашенные лектином SNA, 
располагаются преимущественно в центральной части 
кортекса. Единичные позитивные по SNA клетки обнару-
живаются также в медулле и на кортикально-медулляр-
ной границе. Позитивные по лектину амурской акации 
(МАА) клетки, напротив, сконцентрированы в медулле 
и в небольшом количестве присутствуют на границе 
с кортексом. 

Conclusion. Apparently, the use of lectins for typing thymocytes is limited to the fi eld 
of comparative immunology and veterinary medicine in the absence of the corresponding 
monoclonal antibodies.
Keywords: thymus; thymocytes; stromal cells; subpopulations of thymocytes; lectins; monoclonal antibodies; fl ow 
cytometry
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До разработки и повсеместного внедрения техноло-
гии МкАт лектины различной углеводной специфично-
сти широко использовались для изучения углеводных 
детерминант, присутствующих на поверхности клеток 
тимуса на различных стадиях их созревания, и глико-
протеинов, в состав которых они входят. Кроме того, 
разрабатывались методики использования различных 
лектинов для типирования клеток тимического микро-
окружения и исследования влияния лекарственных 
препаратов на структуру гликокаликса клеток тимуса 
[14–18]. В настоящее время в практике медико-биоло-
гических исследований лектины используются нечасто, 
однако для разработки методов типирования субпопу-
ляций тимоцитов в рамках сравнительно-иммунологи-
ческих и ветеринарных исследований они могут быть 
по-прежнему пригодны. Другой актуальной задачей яв-
ляется оценка эффективности использования лектинов 
по сравнению с МкАт в проточной цитометрии как наи-
более распространенном методе типирования клеточ-
ных популяций в современной иммунологии. В связи 
с этим целью данной работы стало изучение взаимо-
действия лектинов с различными популяциями тимоци-
тов и возможности их использования для типирования 
клеток тимуса и идентификации клеток стромы в ходе 
цитометрического анализа.

Материал и методы
Животные. В качестве объектов исследования были 

использованы самки мышей линии CBA массой 18–20 г, 
полученные из питомника «Рапполово», в количестве 
80 шт. Животных содержали в стандартных условиях по 
температуре и освещенности при неограниченном доступе 
к воде и пище. Условия содержания, экспериментальной 
работы и вывода животных из эксперимента полностью 
соответствовали Европейской Конвенции о защите по-
звоночных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях (1986) и российскому законода-
тельству (ГОСТ 33215-2014 «Руководство по содержанию 
и уходу за лабораторными животными» от 01.07.2016).

Лектины. В работе исследовали 23 лектина различной 
углеводной специфичности. Все меченые флюоресцеи-
низотиоцианатом (ФИТЦ) лектины в растворе (табл. 1) 
были приобретены у НПК «Лектинотест» (Украина). 

Выделение тимоцитов и пробоподготовка. Ти-
мусы мышей выделяли после цервикальной дислока-
ции и с помощью гомогенизатора Поттера немедленно 
получали клеточную суспензию. Индивидуальные 
клеточные суспензии фильтровали через нейлоновый 
фильтр и дважды отмывали избытком 0,14 M раствора 
NaCl, забуференного фосфатами, pH 7,2–7,4 (забуфе-
ренный физиологический раствор, ЗФР) путем центри-
фугирования при 330g в течение 8 мин при охлаждении 
до 15 °С. Клеточный осадок ресуспендировали и пере-
водили в 3 мл ЗФР. 

Для оценки возможности связывания различных лек-
тинов с популяциями тимоцитов к 100 мкл суспензии 
клеток добавляли по 10 мкл раствора лектина, получая 
финальную концентрацию лектина 50 мкг/мл. Затем 

в пробы добавляли МкАт против мышиных антиге-
нов CD4 (меченые PE/Cy5, clone GK1.5), CD8 (мече-
ные PE/Cy7, clone 53-6.7) и CD45 (меченые APC/Cy7, 
clone 30-F11; все МкАт производства BioLegend, США). 
Окраску антителами производили в соответствие с ин-
струкцией производителя в течение 20 мин в темноте 
при комнатной температуре. Контрольную пробу окра-
шивали только антителами без добавления лектинов. 
После окрашивания образцы отмывали избытком ЗФР 
с добавлением 2% эмбриональной телячьей сыворотки 
(Биолот, Санкт-Петербург), полученный осадок ресу-
спендировали в 300 мкл ЗФР и анализировали на про-
точном цитометре Navios™ (Beckman Coulter, США). 
Для каждого из образцов анализировали не менее 30000 
одиночных клеток, исключая из анализа клеточные 
агрегаты. Полученный по итогам цитометрического 
учета результат выражали числом процентов позитив-
ных по лектину тимоцитов каждой популяции. 

Статистические методы. В работе применяли сле-
дующие статистические методы: вычисление средних 
арифметических и ошибки среднего, определение нор-
мальности распределения по критерию Колмогорова-
Смирнова. Сравнение выборок производили с помощью 
t-критерия Стьюдента. Обработку данных вели при по-
мощи пакета программ и приложений Microsoft Offi ce 

Таблица 1. Использованные в работе лектины и их специфич-
ность 

Лектин из… Междуна-
родное обо-
значение

Лигандная 
специфич-
ность

коры акации желтой CABA DGalNAc 
канавалии мечевидной ConA αDMan/αDGlс
крокуса CVA αDMan
подснежника GNA αDMan
амариллиса HHA αDMan
виноградной улитки HPA αDGalNAc
коры бобовника анаги-
ролистного

LABA αLFuc

семян лимской фасоли LBA DGalNAc
семян чечевицы LCA αDMan/αDGlс
белоцветника весеннего LVA αDMan/αDGlс
банана MBA αDMan
нарцисса NPA αDMan
семян фасоли PHA-E βGlcNAc
купены многоцветной PMRA αDMan
семян арахиса PNA βDGal
семян гороха PSA αDMan/αDGlс
семян клещевины RCA βDGal
коры бузины черной SNA NeuNAc
коры бузины красной SRA NeuNAc
клубней картофеля STA DGlcNAc
корня крапивы UDA DGlcNAc 
омелы белой VAA βDGal
зародышей пшеницы WGA DGlcNAc

Примечание. Gal – галактоза; Glс – глюкоза; Man – манноза; 
NAc.
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Excel (Microsoft, США). Во всех экспериментах разли-
чия между контролем и опытом считались статистичес-
ки достоверными только для p < 0,05.

Результаты
Оценка возможности использования лектинов 

для идентификации клеток стромы тимуса мыши. 
Анализ связывания лектинов с различными клетками 
тимуса показал, что ни один из лектинов использо-
ванной панели не окрашивает клетки стромы, нега-
тивные по маркеру CD45, и, следовательно, не может 
быть использован для их идентификации (табл. 2). Ко-
личество позитивных по лектину клеток стромы для 
всех лектинов, кроме лектина зародышей пшеницы 
(WGA), не достигает 1% от общего количества про-
анализированных клеток. Клетки стромы, позитив-
ные по лектину WGA, составляют лишь 4,9±2,2% от 
общего количества тимоцитов при контрольном зна-
чении негативных по CD45 клеток, равном 19,0±0,3%, 
что ведет к достоверности отличий от контроля 
(t = 6,3, p < 0,001). 

Количество клеток лимфоидного ряда (CD45+), де-
монстрирующих флюоресценцию по зеленому каналу 
(лектин-ФИТЦ), сильно варьирует. Если для лектинов 
банана (MBA) и омелы белой (VAA) число связавших 
лектин клеток не превышает 1%, то для лектинов под-
снежника (GNA) и амариллиса (HHA) оно равно, со-
ответственно, 83,6±5,5% и 83,3±4,4%, что достоверно 

не отличается от контроля (% CD45+) и указывает на 
возможность использования этих лектинов для типи-
рования тимоцитов мыши (рис. 1). Менее выражен-
ное, но все же заметное связывание демонстрируют 
лектины арахиса – 66,4±3,1%, виноградной улитки – 
44,8±5,7%, зародышей пшеницы – 28,0±4,9%, а также 
лектины коры бузины красной – 15,3±7,2% и крокуса – 
12,3±2,4%. Для остальных лектинов количество связав-
шихся с ними тимоцитов варьирует в диапазоне от 2,5 
до 8,5%, что при контрольном значении CD45+-клеток, 
равном 81,1±0,3%, указывает на выявление этими лек-
тинами лишь небольшой части популяции лимфоид-
ных клеток тимуса и нецелесообразность использо-
вания этих белков для типирования тимоцитов мыши 
(см. табл. 2).

Оценка возможности использования лектинов 
для разделения CD45+-клеток тимуса мыши на суб-
популяции. Данные, полученные в результате совмест-
ного окрашивания тимоцитов мыши лектинами и анти-
телами к антигенам CD4 и CD8, приведены в табл. 3. 
Из приведенных результатов видно, что практически 
все лектины в разной степени взаимодействуют с тимо-
цитами всех основных популяций, однако количество 
позитивных по лектинам клеток различных популяций 
сильно варьирует. 

Лектин подснежника (GNA) демонстрирует макси-
мально близкое к контролю связывание со всеми попу-
ляциями тимоцитов мыши (см. табл. 3). В литературе 
не удалось найти других свидетельств использования 
этого лектина для типирования тимоцитов мыши и про-
явленного им свойства к связыванию всех CD45+-клеток 
тимуса, и хотя данный результат полностью совпадает 
с данными табл. 2, он требует дополнительной экспе-
риментальной проверки. Весьма схожие с GNA свой-
ства показал лектин амариллиса (HHA). Другой инте-
ресной находкой стало свойство лектина банана (MBA) 
связываться со значительной частью субпопуляции DN 
[double negative cells – дважды негативные (CD4–CD8–) 
незрелые тимоциты] при низком связывании с другими 
субпопуляциями. Однако на долю DN приходится всего 
около 1% всей популяции CD45+-тимоцитов, в то время 
как на долю субпопуляции DP [double positive cells – 
дважды позитивные (CD4+CD8+) тимоциты] приходится 
около 90% от числа CD45+-тимоцитов, связывание всего 
с 7,1±1,7% субпопуляции DP способно полностью замас-
кировать меченые MBA DN-тимоциты, что ставит под 
вопрос возможность использования лектина банана для 
идентификации самых незрелых клеток тимуса мыши 
(см. табл. 3). 

Отдельного внимания заслуживают лектины ара-
хиса (PNA) и виноградной улитки (HPA) как много-
кратно упомянутые ранее в литературе инструменты 
для типирования лимфоцитов [19]. Несмотря на раз-
личную лигандную специфичность (αDMan в случае 
GNA и βDGal в случае PNA), лектин арахиса во мно-
гом повторяет характер связывания, описанный выше 
для лектина подснежника, за исключением взаимодей-
ствия с меньшей долей DP, поэтому потенциально при-

Методы

Рис. 1. Связывание лектинов подснежника (GNA), амариллиса 
(HHA) и омелы белой (VАA) с CD45+-клетками тимуса мыши
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции лектинов, 
конъюгированных с ФИТЦ, усл. ед., по оси ординат – коли-
чество клеток. 1 – неокрашенный образец; 2 – клетки; окра-
шенные VAA; 3 – клетки, окрашенные HHA; 4 – клетки, окра-
шенные GNA.
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годен для идентификации и выделения CD45+-клеток, 
но не для разделения тимоцитов на субпопуляции. Не-
сколько иной характер связывания обнаружен для лек-
тина виноградной улитки HPA: за счет слабого связы-
вания с обеими субпопуляциями SP-тимоцитов (single 
positive cells – позитивные по CD4 или по CD8 зрелые 
тимоциты) он может выявлять суммарную фракцию 
DN и DP при очень небольшой примеси обеих субпо-
пуляций SP (рис. 2). Эти данные свидетельствуют о 
том, что PNA и HPA потенциально могут быть исполь-
зованы для идентификации незрелых CD45+-клеток 
тимуса. 

Для всех остальных лектинов процент связывания 
с клетками различных популяций варьировал в доста-
точно широком диапазоне, однако можно проследить 
общую закономерность: как правило, объем связанной 
лектинами доли субпопуляции для DN-тимоцитов го-
раздо выше, чем для DP-тимоцитов (см. табл. 3). Более 
того, на основании приведенных результатов можно 
утверждать, что лектины потенциально пригодны для 

выявления незрелых (DN и DP) тимоцитов, но ни один 
из использованных лектинов не связывается с популя-
циями зрелых SP-тимоцитов сильнее, чем с незрелыми 
клетками. Этот факт наряду с очень слабым связыва-
нием лектинов с высокоспециализированными нелим-
фоидными CD45–-клетками стромы (см. табл. 2) позво-
ляет предполагать, что по мере специализации любых 
тимоцитов (лимфоидных и нелимфоидных) плотность 
гликокаликсовых структур на клетке снижается.

Одним из немногих лектинов, который почти из-
бирательно связывается с одной из субпопуляций ти-
моцитов, является лектин белоцветника LVA: он при 
фоновом связывании с тремя субпопуляциями обладает 
слабым, но все же выраженным связыванием с DP-
клетками. Наконец, интересным свойством обладает 
лектин зародышей пшеницы WGA, который также упо-
минался в литературе как возможный инструмент для 
выделения субпопуляций Т-лимфоцитов [19]. Он выяв-
ляет практически всю популяцию DN, а также CD8+-SP 
на том же уровне, что и соответствующие МкАт 

Рис. 2. Связывание лектина виноградной улитки (НРА) с раз-
ными популяциями тимоцитов мыши
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции НРА, конъ-
югированного с ФИТЦ, усл. ед.; по оси ординат – количество 
клеток. А – CD4–CD8+-тимоциты; Б – CD4+CD8+-тимоциты; 
В – CD4–CD8–-тимоциты; Г – CD4+CD8–-тимоциты. Свет-
лый пик – клетки, окрашенные НРА; темный пик – биологичес-
кий контроль – клетки, окрашенные VAA, показавшим фоно-
вое связывание (см. рис. 1).

Таблица 2. Взаимодействие лектинов с лимфоидными (CD45+) 
и нелимфоидными (CD45–) клетками тимуса, % от общего ко-
личества клеток, X ± s, n ≥ 8 по каждой точке 

Лектин CD45+-тимоциты CD45–-тимоциты
Без лектина 81,1±0,3 19,0±0,3
CABA 8,4±2,9 0,8±0,2
ConA 4,7±1,6 0,2±0,1
CVA 12,3±2,4 0,1±0,1
GNA 83,6±5,5 0,6±0,1
HHA 83,3±4,4 0,4±0,1
HPA 44,8±5,7 0,3±0,1
LABA 4,6±1,5 0,2±0,1
LBA 5,2±2,0 0,3±0,1
LCA 3,7±0,6 0,3±0,1
LVA 3,2±1,3 0,3±0,1
MBA 1,0±0,1 0,3±0,2
NPA 6,4±2,8 0,2±0,1
PHA-E 7,3±1,7 0,6±0,3
PMRA 2,5±0,7 0,1±0,1
PNA 66,4±3,1 0,5±0,1
PSA 5,0±1,2 0,1±0,1
RCA 4,9±1,3 0,2±0,1
SNA 7,2±2,5 0,4±0,1
SRA 15,3±7,2 0,4±0,2
STA 3,4±0,6 0,2±0,1
UDA 4,8±1,3 0,3±0,1
VAA 0,6±0,3 0,1±0,1
WGA 28,0±4,9 4,9±2,2

Примечание. Здесь и в табл. 3: серый фон ячеек – случаи от-
сутствия достоверных различий от окрашивания МкАт (без 
лектинов); p > 0,05. 
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(см. табл. 3), однако и в этом случае заметное связыва-
ние с самыми многочисленными DP-тимоцитами (около 
35%) резко снижает возможности практического приме-
нения лектина зародышей пшеницы (рис. 3). 

Обсуждение
Полученные в ходе работы результаты во многом 

подтверждают данные литературных источников. Так, 
в работе Balcan и соавторов показано, что лектин под-
снежника равномерно окрашивает тимоциты мыши, 
расположенные как в кортексе, так и в медулле [20]. 
Проведенные нами исследования также показывают, 
что с лектином подснежника связываются практически 
все клетки тимуса, имеющие лимфоидное происхож-
дение, что позволяет использовать данный лектин для 
выделения лимфоцитов тимуса (см. табл. 3). При этом 
заслуживает внимания тот факт, что, согласно имею-
щимся в литературе данным, оба вышеуказанных лек-
тина не окрашивают лимфоидные клетки тимуса кури-
ных эмбрионов [21]. 

На основании приведенных результатов можно 
предполагать, что еще как минимум два исследуемых 
лектина могут быть пригодны для типирования раз-
личных популяций тимоцитов. При этом если лектин 
арахиса окрашивает все субпопуляции CD45+-клеток, 
то для лектина виноградной улитки подтверждаются 
литературные данные о преимущественном связыва-
нии с тимоцитами на ранних стадиях созревания, имея 

в виду суммарную популяцию DN и DP (см. табл. 3 
и [22]). 

Впервые получен результат, согласно которому для 
идентификации DP-клеток может применяться αDMan/
αDGlс-специфичный лектин белоцветника весеннего 
(LVA). С учетом очень большого числа МкАт против 
антигенов CD4 и CD8 человека и мыши на рынке, по-
сле проведения дополнительных исследований данный 
лектин потенциально может найти свое применение 
при изучении структуры популяций тимоцитов рыб, 
земноводных, рептилий, а также сельскохозяйственных 
животных в отсутствие доступных коммерческих моно-
клональных антител. 

Еще одной интересной находкой представляется по-
лучение свидетельств наличия более плотных и разно-
образных структур гликокаликса на созревающих клет-
ках и уменьшение его углеводного разнообразия (но не 
плотности гликокаликса и заряда на нем) при переходе 
к зрелым SP-тимоцитам (см. табл. 3). Методом про-
точной цитометрии с использованием панели лектинов 
этот факт показан впервые. Не исключено, что это спра-
ведливо и для нелимфоидных клеток стромы тимуса 
(см. табл. 2). Здесь речь может идти об общем случае, 
справедливом для различных клеток тканей внутренней 
среды. Изменения состава гликокаликса обычно сопро-
вождают все процессы созревания и дифференцировки, 
активации и гибели клетки в норме и при патологии 
и могут выявляться при помощи лектинов разной 

Таблица 3. Связывание лектинов (lectin+) с различными CD45+-популяциями тимоцитов мыши, % от общего числа CD45+-
тимоцитов, X ± s, n ≥ 4 по каждой точке

Лектин DN DP CD4+ CD8+

Без лектинов 1,1±0,1 89,2±0,6 7,2±0,6 1,2±0,3
CABA 0,2±0,1 6,1±1,2 0,8±0,3 0,2±0,1
ConA 0,4±0,1 5,2±1,9 0,7±0,3 0,2±0,1
CVA 0,4±0,1 10,8±4,3 1,0±0,3 0,2±0,1
GNA 1,0±0,3 89,4±0,8 6,0±0,6 1,0±0,1
HHA 0,8±0,3 79,3±3,6 8,7+2,2 1,0±0,2
HPA 0,8±0,1 57,0±12,4 2,2±0,5 0,3±0,1

LABA 0,2±0,1 7,4±2,2 0,9±0,3 0,2±0,1
LBA 0,1±0,1 4,3±0,9 0,6±0,1 0,1±0,1
LCA 0,1±0,1 2,1±0,6 0,3±0,1 0,1±0,1
LVA 0,1±0,1 0,7±0,3 0,1±0,1 0,1±0,0
MBA 0,8±0,3 7,1±1,7 1,7±0,5 0,4±0,2
NPA 0,1±0,1 2,0±0,6 0,1±0,1 0,0±0,0

PHA-E 0,6±0,1 10,4±3,1 1,3±0,3 0,3±0,1
PMRA 0,2±0,1 2,8±0,5 0,3±0,1 0,1±0,1
PNA 1,1±0,1 75,9±2,4 4,5±1,1 0,7±0,1
PSA 0,5±0,2 6,0±2,2 1,0±0,2 0,2±0,1
RCA 0,4±0,2 12,8±3,3 0,9±0,2 0,2±0,1
SNA 0,4±0,1 26,7±19,6 2,8±1,8 0,3±0,1
SRA 0,5±0,1 15,8±4,7 1,2±0,4 0,2±0,1
STA 0,1±0,1 2,7±0,8 0,4±0,1 0,1±0,1
UDA 0,3±0,1 4,0±1,2 0,9±0,3 0,2±0,1
VAA 0,1±0,1 1,3±1,0 0,2±0,2 0,1±0,1
WGA 0,9±0,2 34,6±4,0 3,3±0,7 0,6±0,2
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углеводной специфичности. Гликокаликс тимоци-
тов играет важную роль в процессах их распозна-
вания стромальными клетками и в первую очередь, 
макрофагами, ответственными за элиминацию погиба-
ющих в ходе селекции клеток. Литература дает осно-
вания предполагать справедливость такого обобщения 
[11, 23, 24].

При аутоиммунных заболеваниях увеличивается 
количество эффекторных Т-клеток, несущих на своей 
поверхности терминальные NAcGal и Galβ(1-4)NAcGlc 
[25–27]. Например, GalNAc-T1-трансфераза, исполь-
зующая в качестве акцепторного субстрата неглико-
зилированные пептиды, наиболее активна в незрелых 
тимоцитах кортекса, а в медуллярных тимоцитах также 
появляется GalNAc-T2-трансфераза, способная про-
дуцировать de novo дисахаридные О-гликопептиды 
[28, 29]. 

Важным семейством углеводов, вовлеченных 
в процесс созревания тимоцитов, являются сиаловые 
кислоты (NeuNAc). Чаще всего производные нейрами-
новой кислоты располагаются в терминальных положе-
ниях и, благодаря отрицательному заряду, оказываются 
задействоваными в процессах распознавания, миграции 
и других межклеточных взаимодействиях. Кроме того, 
сиаловые кислоты маскируют гликаны, лежащие в гли-
кокаликсе ниже, и таким образом блокируют связыва-
ние с ними эндогенных лектинов, выполняя важную 
регуляторную функцию [30].

Сиалотрансфераза ST3Gal I вовлечена в процесс 
созревания тимоцитов, поскольку является одним из 
факторов выживания Т-клеток. Отсутствие ее экспрес-
сии приводит к повышению уровня апоптоза и замет-
ному снижению количества CD8+-Т-клеток на перифе-
рии [31]. С ее помощью осуществляется сиалирование 
О-гликанов на маркерах дифференцировки Т-клеток 
CD45 и CD8, а ее отсутствие может влиять на способ-
ность корецептора CD8 связываться с комплексом ан-
тиген/МНС на поверхности антиген-презентирующей 
клетки [32]. Другая сиалотрансфераза тимоцитов – 
С2GnT – экспрессируется на стадиях DN и DP. В клет-
ках субкапсулярной зоны ее активность подавляется 
ST3Gal I [33].

Заключение
Использование проточной цитометрии лишь час-

тично подтвердило возможность применения мече-
ных лектинов для типирования тимоцитов мыши. 
Ни один из лектинов не обеспечивал избирательного 
окрашивания клеток стромы тимуса, при этом ре-
зультаты окрашивания лектином подснежника (GNA) 
и лектином амариллиса (HHA) практически точно соот-
ветствовали результатам применения МкАт к антигену 
CD45. Также ни один из лектинов не обеспечивал из-
бирательного связывания с клетками на любом из эта-
пов дифференцировки тимоцитов (DN, DP, CD4+-SP, 
CD8+-SP). Лишь один лектин белоцветника (LVA) пре-
имущественно связывался с популяцией DP-тимоцитов, 
хотя связывание было очень слабым и затрагивало не 

более 1% от всей субпопуляции DP. Частично подтвер-
дились литературные данные о возможности использо-
вания лектинов арахиса (PNA) и виноградной улитки 
(HPA) для типирования тимоцитов: лектин арахиса 
связывает все DN-клетки, а лектин виноградной улитки 
преимущественно взаимодействует с незрелыми (DN 
и DP) тимоцитами. По-видимому, применение лекти-
нов для типирования тимоцитов ограничивается об-
ластью сравнительной иммунологии и ветеринарии 
в случае отсутствия соответствующих моноклональных 
антител.
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Рис. 3. Связывание лектина зародышей пшеницы (WGA) 
с разными популяциями тимоцитов мыши
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции WGA, конъ-
югированного с ФИТС, усл. ед., по оси ординат – количество 
клеток. А – CD4–CD8+-тимоциты, Б – CD4+CD8+-тимоциты, 
В –  CD4–CD8–-тимоциты, Г – CD4+CD8–-тимоциты. Свет-
лый пик – клетки, окрашенные WGA, темный пик – биологи-
ческий контроль (см. подпись к рис. 2). 
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Резюме
Введение. Аллергия к пыльце березы относится к числу наиболее распространенных 

в России пыльцевых аллергий. Для ее этиологического лечения применяют аллерген-
специфическую иммунотерапию (АСИТ). Для проведения АСИТ используют аллергены, 
полученные из натурального сырья, что может привести к различиям между сериями 
препарата. Выполнение требований надлежащей производственной практики (GMP) на 
всех стадиях производства, начиная от получения сырья и заканчивая контролем каче-
ства готового продукта, позволит обеспечить стандартный состав и иммунологическую 
активность аллергенов (нативных экстрактов) от различных производителей и партий 
препаратов от одного производителя.

Цель – изучение с помощью современных физико-химических методов аллергенов 
березы бородавчатой (лат. Bétula péndula), выделенных из пыльцы, собранной в период 
с 2008 по 2015 г.

Материал и методы. Аллергены  выделяли из пыльцы путем обезжиривания и во-
дно-солевой экстракции. Белковый состав аллергенов анализировали  с помощью гель-
фильтрации и электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ), специфическую ак-
тивность определяли с помощью твердофазного конкурентного иммуноферментного 
анализа (ИФА).

Результаты. На примере аллергенов пыльцы березы бородавчатой представлена тех-
нология получения и результаты контроля качества пыльцевых аллергенов. Профили 
гель-фильтрации экстрактов пыльцы, собранной в разные годы, различаются, тогда как 
профили электрофореза в ПААГ сходны. Препараты аллергенов проявляют сходную 
способность связываться с IgE-антителами сыворотки крови пациентов с аллергией, 
т. е. специфическую активность. Сходство профилей белкового электрофореза и сходная 
специфическая активность указывают на однородность препаратов и адекватность ме-
тода выделения.

Заключение. Исследование препаратов аллергенов с помощью комплекса совре-
менных методов (хроматография, электрофорез в ПААГ и конкурентный ИФА) обе-
спечивает стандартизацию согласно требованиям GMP. Использование конкурентного 
ИФА позволяет оценить способность препаратов аллергенов связываться с IgE, что  
позволяет рекомендовать этот метод для оценки аллергенности препарата в качестве 
информативного теста для подтверждения специфической активности препаратов на-
ряду с кожными пробами. Можно ожидать, что дальнейшие исследования позволят 
исключить необходимость проведения испытаний каждой серии препарата в кожных 
пробах с привлечением пациентов-добровольцев. Использование современных мето-
дов контроля позволит обеспечить стандартность и стабильное высокое качество вы-
пускаемых препаратов.
Ключевые слова: пыльцевые аллергены; экстракты аллергенов; береза; стандартизация; АСИТ; гель-
хроматография; электрофорез в ПААГ; иммуноферментный анализ (ИФА)
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Abstract
Introduction. Birch pollen allergy is one of the most frequent pollen allergies in Russia. 

In the case of allergy, preventive strategies include mainly allergen-specifi c forms of prevention, 
i.e., allergen avoidance and allergy vaccination, i.e., allergen-specifi c immunotherapy, AIT. 

Since extracts of allergens are obtained from natural raw materials, their composition may 
be highly biologically variable. This variability causes differences between consignments 
of medicine. Quality of drugs directly depends on the quality of the raw materials, thus it must 
meet the highest standards. Compliance with the requirements of standardization ensures the 
same composition and immunological activity of allergens (native extracts), issued by different 
manufacturers as well as from different batches issued by the same manufacturer.

Aim – studies of birch wart allergens obtained from pollen collected from 2008 to 2015 
years using the complex of contemporary methods.

Material and methods. Allergens were extracted from pollen via degreasing with ether 
followed by water-salt extraction. Allergen proteins were analyzed with gel fi ltration and 
PAAG electrophoresis. Specifi c activity was determined with solid-phase competitive enzyme 
immunoassay (ELISA).

Results. On the example of birch wart pollen we present production technology and the results 
of quality control for pollen allergens. Gel chromatography profi les of pollen extracts collected 
during different years are different, while PAAG electrophoresis profi les are identical. Allergens 
show similar ability to bind IgE antibodies from sera of allergic patients (i.e. specifi c activity). 
These results demonstrate homogeneity of preparations and compliance of extraction methods.

Conclusion. Studies of birch wart allergen with complex of methods (chromatograpy, 
PAAG electrophoresis and competitive ELISA) allows to standardize preparations according 
to GMP. Competitive ELISA allows evaluate the ability of allergens to bind with IgE. There-
fore we recommend this method for the evaluation of allergenic properties of preparations. This 
test allows, along with skin tests, to prove specifi c activity of preparations. Further studies will 
allow to exclude skin tests for each batch of allergens with involvement of volunteers. The use 
of contemporary methods of control would enable to ensure  standardization and stable high 
quality of production.
Keywords: pollen allergens; allergenic extracts; birch; standardization; AIT; gel-chromatography; SDS-PAGE; ELISA
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По данным эпидемиологических исследований, 
проведенных в различных странах, распростране-
ние аллергических заболеваний в течение послед-
них десятилетий возросло в 3–4 раза и охватило от 
10 до 30% населения Земли [1]. Ни в одной стране 
не отмечается ни снижения, ни стабилизации роста 
данной патологии. Так, в Центральной и Северной 
Европе пыльца березы как причина поллиноза со-
ставляет почти 20% всех случаев пыльцевой аллер-
гии [1]. Приблизительно 70% пациентов с респира-
торной аллергией, обусловленной пыльцой березы, 
также страдают пищевой аллергией (в основном на 
фрукты семейства розоцветных, а также на фундук, 
сельдерей и морковь). Единственным доступным на 
сегодняшний момент этиологическим методом лече-
ния является аллерген-специфическая иммунотера-
пия (АСИТ). Цель лечения – снижение чувствитель-
ности пациента к естественной экспозиции c данным 
аллергеном – специфическая гипосенсибилизация 
[1–3]. Для достижения цели необходимо введение 
соответствующих препаратов, в основном представ-
ляющих собой продукты экстракции из натуральных 
источников, в частности из пыльцы растений. Белко-
вый состав пыльцы и, следовательно, количествен-
ное содержание аллергенов в исходном сырье может 
зависеть от различных факторов, таких, как погод-
ные условия, географическое происхождение сырья 
и т.д. Выделение аллергенов методом экстракции 
не гарантирует одинаковое количественное содержа-
ние веществ в экстракте. В связи с этим необходима 
стандартизация состава аллергенов в полученных 
экстрактах для обеспечения надлежащего качества 
полученного продукта с целью повышения эффектив-
ности и безопасности АСИТ [4]. На сегодняшний день 
в стандартизации аллергенов существует несколько 
подходов: в США внедряется система национальных 
стандартных образцов, биологическая активность ко-
торых определена одной методикой, в Европе каждая 
фирма-производитель создает собственные внутрен-
ние стандарты (IHRS), охарактеризованные различ-
ными методами, но с обязательной оценкой мажорных 
аллергенов. Производимые в Российской Федерации 
препараты аллергенов стандартизуют по содержанию 
единиц белкового азота (protein nitrogen unit – PNU). 
В основе стандартизации по системе PNU лежит ут-
верждение, что большинство аллергенов имеет белко-
вую природу. Однако содержание белкового азота не 
отражает в полной мере биологическую активность 

аллергенов, так как не все экстрагируемые белки об-
ладают аллергенными свойствами. В системе стан-
дартизации по PNU специфическую активность пре-
паратов необходимо подтверждать кожными пробами 
[5, 6]. В связи с тем, что выпускаемые отечествен-
ными производителями лечебные и диагностические 
аллергены стандартизуются по содержанию единиц 
белкового азота, необходимо привести отечественные 
технологии получения и стандартизации аллерген-
ных препаратов в соответствие с мировым уровнем. 
Это может быть достигнуто путем внедрения в стан-
дартизацию и контроль качества современных фи-
зико-химических методов [7].

Материал и методы
Объект исследования: пыльца березы бородавчатой 

(сбор в 2008, 2010, 2012, 2013 и 2015 гг.). Сбор пыльцы 
проводили в период цветения. Высушивали до оста-
точной влажности 3 ± 0,5%. Пыльцу характеризовали 
по морфологическим признакам (диаметр пыльцевого 
зерна, структура экзимы, форма пыльцевого зерна). До-
пускается не более 10% примесей других видов пыльцы 
(определяется микроскопическим способом). Содержа-
ние тяжелых металлов в сульфатной золе из 1 г пыльцы 
(точная навеска) не более 0,001%. Зараженность рас-
тительной пыльцы амбарными вредителями не превы-
шала I степени чистоты (что отвечает требованиям). Все 
показатели отвечали требованиям ГФ XIV.

Для обезжиривания пыльцы смешивали навеску сырья 
с диэтиловым эфиром в соотношении 1 : 4. После 2–3 ч 
настаивания раствор фильтровали через складчатый 
фильтр. Содержимое высушивали на фильтре. Пре-
парат взвешивали и затем проводили водно-солевую 
экстракцию раствором бикарбоната аммония 4,0 г/л 
в соотношении обезжиренная пыльца – экстрагент 1 : 20. 
Раствор перемешивали на магнитной мешалке 
и оставляли в прохладном месте на 24 ч. Полученный 
экстракт центрифугировали, собирали надосадочную 
жидкость и последовательно фильтровали через филь-
тры с различным диаметром пор. Далее проводили диа-
лиз надосадочной жидкости против апирогенной воды 
на холоде в течение 24 ч. Диализат центрифугировали 
и выполняли стерилизующую фильтрацию. Получен-
ные аллергены лиофильно высушивали и использовали 
в дальнейших исследованиях. 

Хроматографический анализ аллергенов березы 
бородавчатой осуществляли с помощью хроматогра-
фической системы среднего давления FPLC Pharmacia 
Biotech (США). Использовали колонку Superdex 200 HR 
10x30. Скорость потока 0,5 мл/мин; детектирование при 
280 нм, объем образца 0,2 мл. 

Электрофорез в полиакриламидном геле проводили 
по методу Лэмли [8]. Белок определяли по методу Ло-
ури (метод А) [9].

Для определения специфических IgЕ-антител че-
ловека выполняли конкурентный иммуноферментный 
анализ (ИФА). Для выполнения ИФА использовали на-
бор реагентов «АллергоИФА-специфические IgE» про-

Методы

Таблица 1. Препараты аллергенов, полученных из пыльцы 
березы бородавчатой, собранной в разные годы

Год сбора сырья Название препарата
2008 АНБ С-1-08
2010 АНБ С-2-10
2012 АНБ С-3-12
2013 АНБ С-4-13
2015 АНБ С-5-15
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изводства фирмы «Алкор-Био» (Россия), предназначен-
ный для количественного определения специфических 
IgE в сыворотке крови человека. Конкурентный анализ 
проводили в авторской модификации, а именно вносили 
исследуемый аллерген в конкуренции с биотинилиро-
ванным аллергеном. В используемых наборах на твер-
дой фазе (планшетах для ИФА) сорбированы монокло-
нальные антитела против IgE человека. 

1. В каждую лунку вносили 50 мкл пулированной 
сыворотки пациентов, сенсибилизированных к исследу-
емому аллергену.

2. В каждую лунку добавляли 50 мкл исследуемого 
препарата испытуемого аллергена, разведенного на 
фосфатном солевом буфере (Sigma) в следующих ко-
личествах: 5,000; 2,500; 1,250 и 0,625 мкг/лунка и по 
50 мкл коммерческого биотинилированного аллергена 
березы (из набора «АллергоИФА-специфические IgE» 
фирмы «АлкорБио»). В контрольную лунку вносили 
только 50 мкл биотинилированного аллергена и 50 мкл 
фосфатного солевого буфера.  

3. Выдерживали при температуре 37 ± 3 оС в течение 
одного часа на шейкере.

4. По окончании инкубации пятикратно промывали 
раствором для промывания.

5. В каждую лунку вносили по 150 мкл конъюгата 
(стрептавидин-пероксидаза). 

6. Выдерживали при температуре 37 ± 3 оС в течение 
одного часа на шейкере.

7. По окончании инкубации пятикратно промывали 
раствором для промывания.

8. В каждую лунку вносили по 100 мкл раствора суб-
страта пероксидазы (тетраметилбензидина) и выдержи-
вали 15 мин на шейкере при 37 ± 3 оС. 

9. Через 15 мин реакцию останавливали стоп-
реагентом (серной кислотой).   

10. Оптическую плотность продуктов ферментатив-
ной реакции определяли при длине волны 450 нм с по-
мощью многоканального спектрофотометра Multiscan.

Результаты и обсуждение
С помощью экстракции из образцов пыльцы, со-

бранной в 2008, 2010, 2012, 2013 и 2015 гг., были полу-
чены следующие препараты аллергенов (табл. 1).

Из лиофильно высушенных аллергенов (см. раздел 
«Материал и методы») брали навеску и готовили рас-
творы с концентрацией по массе 1 мг/мл. 

В аллергенах количественно определяли белок в со-
ответствии с ГФ XIV по методу Лоури [9] и анализиро-
вали с помощью электрофореза в ПААГ в диссоцииру-
ющих условиях по Лэмли [8]. Результаты определения 
концентрации общего белка в образцах аллергенов по 
Лоури представлены на рис. 1.

Как видно из гистограммы (см. рис. 1), различия 
концентрации белка в образцах, полученных одним 
и тем же методом из экстрагированного сырья, стати-
стически недостоверны, и с точки зрения стандартиза-
ции их можно считать одинаковыми. 

Белковые профили серий аллергенов исследовали 
с помощью электрофореза по Лэмли в 12% полиакрила-
мидном геле в диссоциирующих условиях [8]. Резуль-
таты электрофореза представлены на рис. 2.

Как видно из рис. 2, белковый профиль всех пяти 
образцов аллергенов из пыльцы березы одинаков. Во 
всех образцах присутствуют полосы, соответствующие 
по молекулярной массе мажорным антигенам Bet v4, 
Bet v1, Bet v2, Bet v7, Bet v3, Bet v6. 

При гель-хроматографии было установлено, что 
белковые профили аллергенов березы бородавчатой из 
пыльцы, собранной в разные годы, значительно раз-
личаются: при гель-хроматографии в мягких условиях 
в аллергенах обнаруживается целый ряд пиков высоко-
 и низкомолекулярных соединений, высота и положение 
которых для различных образцов различается (рис. 3). 
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Рис. 1. Определение концентрации общего белка в образцах 
аллергенов березы бородавчатой  методом Лоури без осажде-
ния [9]
По оси абсцисс – концентрация белка в мкг/мл; по оси орди-
нат – номер серии аллергена.

Bet v6

Bet v3

Bet v1, Bet v2, Bet v7

Bet v4

1        2     3   4   5

Рис. 2. Исследование аллергенов, выделенных из пыльцы 
березы бородавчатой, собранной в разные годы, с помощью 
электрофореза в диссоциирующих условиях 
1 – АНБ-С-1-08; 2 – АНБ-С-2-10; 3 – АНБ-С-3-12; 4 – 
АНБ-С-4-13;  5 – АНБ-С-5-15. Справа – маркеры молекуляр-
ной массы. Антигены Bet v1, Bet v2, Bet v7 слабо разрешаются 
электрофорезом и видны как одна широкая полоса.
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Рис. 3. Результаты исследования аллергенов березы бородав-
чатой методом гель-хроматографии
Профили гель-фильтрации аллергенов: А – АНБ С-1-08; Б –  
АНБ С-2-10; В – АНБ С-3-12; Г – АНБ С-4-13; Д – АНБ С-5-15.
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Возможно, различия белковых профилей связаны с по-
годными условиями и условиями сбора пыльцы. 

Для нашего исследования наиболее важно было 
определить, влияют ли эти различия на аллергенность 
препарата.

Специфические аллергенные компоненты в об-
разцах выявляли с помощью конкурентного ИФА с 
использованием полученной авторами пулированной 
специфической IgE-содержащей сыворотки крови па-
циентов, сенсибилизированных к исследуемому аллер-
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гену. Результаты типичного эксперимента представлены 
в табл. 2. 

В табл. 2 приведены значения оптической плотности 
колориметрической реакции при 450 нм в конкурентном 
ИФА (ОП450) (в числителе) и % ингибирования (в знаме-
нателе). Для конкуренции с исследуемыми аллергенами 
использовали стандартный препарат биотинилиро-
ванного аллергена березы бородавчатой, прилагаемый 
к набору «Алкор-Био» (Россия). В контрольную лунку 
(без испытуемого аллергена) вносили только препарат 
биотинилированного аллергена.

Как видно из табл. 2, все исследуемые препараты 
аллергенов, выделенных из пыльцы березы бородав-
чатой, собранной в разные годы,  проявляют сходную 
способность связываться с антителами класса IgE, 
т. е. аналогичную способность ингибировать связы-
вание биотинилированного аллергена в зависимости 
от концентрации. Эти результаты свидетельствуют 
об однородности препаратов и адекватности метода 
выделения. 

Таким образом, использование конкурентного ИФА 
дает возможность оценить способность препаратов ал-
лергена связываться с IgE, что позволяет рекомендовать 
описанный метод для оценки аллергенности препарата 
в качестве информативного теста, подтверждающего 
специфическую активность препаратов наряду с кож-
ными пробами [5, 6].

Заключение
При получении препаратов аллергенов необходима 

стандартизация на каждом этапе производства, начиная 
со сбора пыльцы. Различные условия сбора пыльцы мо-
гут сказаться на составе конечного продукта. Очевидно, 
что вследствие сложного состава получаемых экстрак-
тов пыльцы для подтверждения качественного и коли-
чественного состава препаратов аллергенов необходимо 
совместно использовать несколько инструментальных 
методов анализа. 

В настоящей работе сравнивали результаты раз-
личных методов исследования препаратов аллерге-
нов, полученных из пыльцы березы бородавчатой, со-
бранной в разные годы, а именно гель-фильтрации, 
электрофореза в ПААГ в диссоциирующих условиях 
и иммуноферментного анализа. Показано, хотя про-
фили гель-фильрации экстрактов пыльцы различаются, 
профили электрофореза образцов сходны. 

Вероятно, наблюдаемое несходство результатов ис-
следования аллергенов связано с различными методами 
подготовки образцов к анализу и отличием условий 
проведения самого анализа.

Подготовка образцов к гель-фильтрации и сама гель-
фильтрация проводятся в мягких условиях, и профили 
гель-фильтрации отражают простую агрегацию моле-
кул. Напротив, при электрофорезе по Лэмли в жестких 
условиях подготовки проб (применение додецилсуль-
фата натрия) агрегация отсутствует, вторичная и тре-
тичная структура нативных белков нарушается, и про-
филь отражает  разделение индивидуальных молекул 
белка по молекулярной массе и заряду. 

Таким образом, профили гель-фильтрации не отра-
жают качественного и количественного состава белков ал-
лергенов. Природу различных профилей гель-фильтрации 
еще предстоит выяснить, можно предполагать, что  эта 
несхожесть отражает несовпадение по качеству (размеру) 
и количеству агрегатов белковых молекул, сохраняющееся 
в мягких условиях гель-фильтрации.

Показано, что  исследуемые препараты аллергенов, 
выделенных из пыльцы березы бородавчатой, собран-
ной в различные годы,  проявляют сходную способ-
ность связываться с антителами класса IgE, что указы-
вает на однородность препаратов и адекватность метода 
выделения.

Применение метода Лоури для определения кон-
центрации белка и электрофореза в ПААГ для оценки 
белкового профиля аллергенов необходимы для стан-
дартизации и обеспечения стабильного качества вы-
пускаемых препаратов аллергенов. Стандартность ал-
лергенов – сырья для получения аллергоидов, в свою 
очередь, обеспечит лучшие условия и результаты про-
ведения АСИТ.  

Конкурентный ИФА дает возможность оценить спо-
собность препаратов аллергена связываться с IgE, что 
позволяет рекомендовать описанный метод для оценки 
аллергенности препарата в качестве информативного те-
ста для подтверждения специфической активности пре-
паратов наряду с кожными пробами. Можно ожидать, 
что дальнейшие исследования позволят исключить не-
обходимость испытаний каждой серии препарата в кож-
ных пробах с привлечением пациентов-добровольцев.

Таким образом, использование современных мето-
дов контроля обеспечит стандартизацию и стабильное 
качество выпускаемых препаратов.

Таблица 2. Связывание препаратов аллергенов, выделенных из пыльцы березы бородавчатой, с IgE в зависимости от концент-
рации аллергена

Исследуемый 
препарат

ОП450/% ингибирования

Количество аллергена, мкг/лунка
5,000 2,500 1,250 0,625 0,000

АНБ С-1-08 0,098/94,3 0,156/88,3 0,227/80,8 0,355/66,9 1,081
АНБ С-2-10 0,061/98,2 0,073/97,0 0,100/94,0 0,139/90,0 1,081
АНБ С-3-12 0,06/98,3 0,072/96,9 0,099/94,1 0,137/90,2 1,081
АНБ С-4-13 0,059/98,5 0,072/97,4 0,089/95,2 0,130/90,9 1,081
АНБ С-5-15 0,061/98,2 0,073/96,8 0,093/94,8 0,139/90,0 1,081
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В настоящее время стало ясно, что практически 
при всех заболеваниях человека как инфекционной, 
так и неинфекционной природы происходят изменения 
в функционировании иммунной системы. Эти измене-
ния могут происходить как со знаком минус, так и со 
знаком плюс. Может происходить как понижение им-
мунной  реактивности организма и соответственно ан-
тиинфекционного и противоопухолевого иммунитета, 

следствием чего становятся повышенная инфекционная 
заболеваемость и склонность к развитию хронических 
инфекционно-воспалительных процессов, а также он-
кологических заболеваний, так и активация. Во втором 
случае происходит повышение иммунной реактивно-
сти организма, что на первый взгляд представляется 
положительным явлением, в результате которого акти-
вируется антиинфекционный иммунитет и снижается 
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инфекционная заболеваемость. Следует помнить, что 
повышение иммунной реактивности лежит в основе 
практически всех серьeзных аутоиммунных и ауторе-
активных воспалительных заболеваний нервной ткани, 
желудочно-кишечной, сердечно-сосудистой и эндо-
кринной систем, практически всех систем организма 
[1]. Существует достаточно тонкая грань в поддержа-
нии баланса между иммунокомпетентными клетками, 
учитывая то разнообразие регуляторных факторов, 
включая дефензины, каталицидины,  цитокины и их 
рецепторы, низкомолекулярные медиаторы и др., кото-
рые они синтезируют, и эта грань носит сугубо инди-
видуальный характер. Это положение следует помнить, 
когда главной целью научно-исследовательской работы 
является создание нового иммунотропного лекарствен-
ного средства, направленного на изменение функцио-
нальной активности иммунной системы. Это положе-
ние надо также помнить при назначении с лечебной или 
лечебно-профилактической целью практически любого 
иммунотропного препарата. 

На основании функциональной активности иммуно-
тропные препараты можно разделить на две большие 
группы: иммуностимуляторы и иммунодепрессанты. 
В первом случае целью является повышение функцио-
нальной активности иммунной системы, во втором слу-
чае – понижение функциональной активности иммун-
ной системы. 

В настоящее время наиболее интенсивно развива-
ется положение об иммуностимуляторах. В результате 
фундаментальных биохимических и молекулярно-ге-
нетических работ выявлена важная, а иногда и веду-
щая роль понижения активности иммунной системы 
в этиологии и патогенезе ряда тяжелых заболеваний 
человека, и показано, что включение иммуностиму-
лирующих препаратов в этиотропную терапию может 
существенно повысить эффективность лечения. Это 
понимание явилось толчком для многочисленных ис-
следований, результатом которых было создание ряда 
иммуностимулирующих препаратов, направленных на 
активацию врожденного иммунитета. Такая направ-
ленность исследований была вполне логичной, так 
как первой линией защиты организма от инфекции 
является врожденный иммунитет. Очевидно, что чем 
выше, до определенных пределов, функциональная 
активность клеток врожденного иммунитета слизи-
стых оболочек дыхательного, желудочно-кишечного 
и респираторного трактов, тем меньше вероятность 
развития инфекционного заболевания любой этиоло-
гии. По мнению А.М. Безредки – основоположника 
учения о местном иммунитете, теоретически вообще 
существует возможность значительного снижения ин-
фекционной заболеваемости, вплоть до полной ликви-
дации только на основе активации клеток врожденного 
иммунитета [2]. 

Так как микроорганизмы – главные и естественные 
активаторы врожденного иммунитета, микробы, их 
компоненты и продукты жизнедеятельности служили 
основным исходным материалом для создания иммуно-

стимулирующих препаратов. Исходя из этой логической 
посылки для стимуляции врожденного иммунитета 
и повышения антиинфекционной резистентности были 
созданы и применяются лекарственные препараты:

 • на основе лизатов микроорганизмов – бронхомунал, 
имудон, ИРС-19, паспат; 

 • на основе частично очищенных компонентов бак-
териальной клетки, таких как липополисахариды – 
продигиозан, пирогенал, лентинан;

 • на основе рибосом – рибомунил;
 • на основе нуклеиновых кислот – нуклеинат натрия, 
ридостин;

 • на основе фрагментов пептидогликанов клеточной 
стенки микроорганизмов – Ликопид®, полимурамил 
и иммуномакс [3]. 

Все указанные препараты зарегистрированы как 
иммунотропные лекарственные средства и рекоменду-
ются для лечения ряда заболеваний с нарушениями им-
мунитета и прежде всего с понижением функциональ-
ной активности иммунной системы. Перечисленные 
препараты обладают иммуностимулирующими свой-
ствами и, без сомнения, могут оказывать определенный 
лечебный эффект при грамотном применении. Однако 
многие из этих препаратов имеют один существенный 
недостаток, который является принципиальным на со-
временном этапе развития иммунологической науки, 
а именно: за небольшим исключением, не установлен 
механизм действия лекарственного средства на клеточ-
ном и молекулярном уровне, не идентифицирован и не 
выделен в чистом виде активный компонент. Этот не-
достаток особенно очевиден, когда в теоретической 
иммунологии сделан принципиальный рывок в изуче-
нии биохимических и молекулярно-генетических ме-
ханизмов взаимодействия клеток иммунной системы 
и чужеродных агентов как экзогенной (микроорга-
низмы), так и эндогенной (аутоантигены), природы, что 
дало возможность сформулировать основные требова-
ния к создаваемым иммуностимулирующим препара-
там. Эти требования основываются на трех положениях: 
о патоген/микроб-ассоциированных молекулярных пат-
тернах (pathogen/microbial-associated molecular pattern – 
PAMP/MAMP), о паттерн-распознающих рецепторах 
(pattern-recognition receptor – PRR) и о сигнальных пу-
тях, активируемых при взаимодействии лиганда (PAMP) 
c рецептором (PRR). 

Практически у всех микроорганизмов, в том числе 
и у патогенных, идентифицированы биологически ак-
тивные компоненты – паттерны (PAMP/MAMP), ответ-
ственные за связывание с рецепторами клеток врожден-
ного иммунитета. Это связывание вызывает в клетках 
врожденного иммунитета активацию соответствующих 
сигнальных путей и экспрессию соответствующих ге-
нов, что в конечном итоге ведет к повышению анти-
инфекционной резистентности организма. Задачей 
теоретической иммунологии является идентификация 
таких фрагментов и разработка методов их выделе-
ния. Если поставлена цель создания нового иммуно-
тропного лекарственного средства, направленного на 
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активацию иммунитета, то современное состояние им-
мунологической науки требует получения препаратов 
MAMP/PAMP в химически чистом виде. Эти препараты 
должны представлять собой минимальные биологичес-
ки активные фрагменты исходного микроба, воспро-
изводящие его иммуностимулирующие эффекты, но 
не оказывающие токсического и пирогенного эффекта 
на организм. Преимуществом пользуются препараты, 
имеющие достаточно простую химическую структуру, 
позволяющую получать их с помощью химического 
синтеза. Следует отметить, что эффективными иммуно-
стимуляторами являются сами бактериальные клетки. 
Наибольшей иммуностимулирующей активностью 
в составе бактериальной клетки обладают ДНК, содер-
жащая неметилированные CpG-последовательности, 
и клеточная стенка, главным компонентом которой яв-
ляется пептидогликан, содержащий мурамилпептид-
ные соединения. Эти вещества являются уникальными 
для прокариотов.

Принципиально важным как для фундаменталь-
ной, так и для клинической иммунологии оказалось 
обнаружение на поверхности и в цитоплазме клеток 
иммунной системы сигнальных паттерн-распознаю-
щих рецепторов (PRR), ответственных за взаимодей-
ствие с различными чужеродными агентами, прежде 
всего – с MAMP/PAMP. Среди PRR наибольшее зна-
чение в норме и патологии человека имеют три семей-
ства: Toll-подобные рецепторы (TLR), NOD-подобные 
рецепторы (NLR) и RIG-подобные рецепторы (RLR). 
Все эти рецепторы экспрессируются на профессио-
нальных иммунных клетках врожденной иммунной 
системы (нейтрофилы, моноциты/макрофаги, дендрит-
ные клетки и др.) [4–8]. Важно отметить, что практи-
чески все виды PRR, а также компоненты инфламма-
сомы, лектины C-типа, протеин-киназные рецепторы 
PRRs экспресируются и на эпителиальных клетках 
дыхательного, желудочно-кишечного, урогениталь-
ного трактов, и на кератиноцитах [9]. Все эти клетки 
условно можно рассматривать как часть врожденной 
иммунной системы. С помощью всех этих рецепторов 
профессиональные и непрофессиональные клетки им-
мунной системы могут распознавать практически лю-
бые консервативные структуры как патогенных, так 
и непатогенных микробов, а также эндогенные струк-
туры данного организма, видоизмененные ксенобиоти-
ками, в результате мутаций, в течение воспалительного 
процесса и пр.

Взаимодействие PRR, локализованного на про-
фессиональных и непрофессиональных клетках врож-
денного иммунитета, с лигандами MAMP/PAMP ве-
дет к последовательной активации соответствующих 
сигнальных путей, приводящих к активации факто-
ров транскрипции семейства NF-κB. При активации 
фактора NF-κB в клетках врожденного иммунитета, 
как профессиональных, так и непрофессиональных, 
происходит усиление экспрессии нескольких сотен 
генов, в результате чего индуцируется синтез воспа-
лительных цитокинов и хемокинов, антимикробных 

белков и пептидов, коагуляционных факторов и мета-
болических регуляторов [10], а также активных форм 
кислорода [11–13]. Следствием этих изменений явля-
ется существенное повышение антиинфекционной ре-
зистентности, что является главной целью иммуности-
мулирующей терапии.

Разработка понятий PRR и MAMP/PAMP сняло 
иммунофармакологию с эмпирических рельсов и по-
ставило ее на сугубо научную основу, где можно четко 
обозначить цели и задачи исследования, прогнозиро-
вать результаты и оценивать значимость полученных 
результатов. Идентификация конкретных сигнальных 
путей, активированных соответствующим иммуно-
стимулятором, позволяет существенно снизить веро-
ятность развития побочных эффектов (токсических 
и пирогенных), возможных при проведении иммуно-
стимулирующей терапии. Поэтому мы считаем, что на 
современном этапе развития иммунофармакологии для 
препарата, который применяется у человека с целью 
повышения иммунитета, должны, как минимум, быть 
определены: 

1. химическая структура активного начала лекар-
ственного средства и разработаны методы его синтеза, 
максимально простые и промышленно приемлемые;

2. рецептор клеток иммунной системы, с которым 
связывается активное начало;

3. сигнальный путь, который возникает при связы-
вании лекарственного средства с рецептором клеток им-
мунной системы.

Анализируя иммуностимулирующие лекарственные 
средства, разрешенные к медицинскому применению 
в Российской Федерации, следует констатировать, что, 
за небольшим исключением, в нашей стране нет пре-
паратов, которые полностью соответствуют сформули-
рованным выше требованиям. Исключение составляет 
препарат Ликопид®, представляющий собой химически 
чистое вещество, воспроизводящее фрагмент пептидо-
гликана клеточной стенки бактерий. Основанием для его 
создания являлись данные, цитированные выше, о спо-
собности пептидогликана стимулировать иммунитет. 
В результате поиска компонента, ответственного за им-
муностимулирующий эффект, был выделен минималь-
ный фармакологически активный фрагмент пептидогли-
кана мурамилдипептид – N-ацетилмурамил-L-аланил-D-
изоглутамин (N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine, 
МДП/MDP), воспроизводящий полностью иммуно-
стимулирующие свойства исходного пептидогликана 
[14, 15], но сохраняющий повышенную пирогенность, 
что препятствовало применению его в лечебных целях. 
Присоединение остатка глюкозамина к МДП позволило 
впервые получить вещество глюкозаминилмурамил 
дипептид (ГМДП/GMDP), полностью идентичное по-
вторяющемуся фрагменту углеводной части клеточной 
стенки всех известных бактерий, лишенное токси-
ческих и пирогенных свойств при полном сохранении 
иммуностимулирующих свойств исходного пептидо-
гликана. ГМДП является лечебным началом (действу-
ющим веществом) иммуностимулятора Ликопид® [16].
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Прежде всего у Ликопида® полностью охарактери-
зован химический состав и он является полным анало-
гом природного фрагмента пептидогликана клеточной 
стенки всех бактерий. Охарактеризован клеточный 
рецептор, с которым Ликопид® связывается при по-
падании в организм. Этим рецептором является цито-
зольный NОD2-рецептор. Важно отметить, что NОD2-
рецептор выявляется не только в клетках иммунной 
системы, но и в эпителиальных клетках слизистых 
оболочек, которые обладают практически всеми за-
щитными свойствами клеток врожденного иммунитета, 
за исключением фагоцитоза. Связывание Ликопида® 
с NOD2-рецептором ведет к активации нескольких сиг-
нальных путей, наиболее важным из которых является 
путь, связанный с транскрипционным фактором NF-κB. 
Активация его происходит в профессиональных и не-
профессиональных клетках врожденного иммунитета 
[16–20] (см. рисунок).

Главной мишенью Ликопида® являются клетки 
врожденного иммунитета: усиливается функциональ-
ная активность нейтрофилов, моноцитов/макрофагов, 

НК-клеток, повышается синтез провоспалительных ци-
токинов ИЛ-1β, ФНОα, ИЛ-6, ИНФ 1-го типа и ИНФγ. 
Особо хочется отметить способность Ликопида® напря-
мую повышать антимикробную активность организма 
путем индукции активных форм кислорода и синтеза 
бактерицидных белков и пептидов.

Согласно официальной инструкции по медицин-
скому применению, Ликопид®, таблетированная форма, 
относится к фармакологической группе иммуномо-
дулирующих средств. Он разрешен к медицинскому 
применению у детей (1 мг) и взрослых (1 и 10 мг) 
в комплексе с этиотропными препаратами при тера-
пии хронических, вялотекущих, рецидивирующих ин-
фекционно-воспалительных процессов кожи и мягких 
тканей, дыхательных путей, при герпесе, туберкулезе, 
а также при псориазе у взрослых. Применение Лико-
пида® в комплексной терапии этих заболеваний позво-
ляет значительно повысить эффективность антибакте-
риальной, противогрибковой и противовирусной те-
рапии, сократить продолжительность лечения и суще-
ственно снизить дозу химиотерапевтических средств.

Активация NOD2-рецептора мурамилпептидами (по Strober et al., 2006 [20] с изменениями)
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Помимо лечебного, Ликопид® оказывает профи-
лактическое действие в отношении ряда заболеваний. 
Так, сублингвальное применение Ликопида® в группе 
часто и длительно болеющих детей позволяет снижать 
частоту респираторных инфекций более чем в 2 раза 
[21]. Перспективным является применение новых схем 
назначения Ликопида®. Показано, что у мышей, зара-
женных вирусом гриппа, внутривенное введение МДП 
вызывает миграцию моноцитов в легкие, повышенную 
продукцию в легких ИНФ-1 и повышенную выживае-
мость животных. У мышей с нокаутом по гену NOD2 
не происходило миграции моноцитов в легкие, про-
дукции ИНФ-1 и повышения выживаемости [22]. Эти 
данные стимулируют изучение возможностей приме-
нения Ликопида® для лечения и профилактики гриппа 
и респираторных инфекций. Ликопид® имеет такой же, 
как и МДП, механизм действия, но, в отличие от МДП, 
обладает рядом преимуществ, в частности – отсутствием 
пирогенного эффекта. Не исчерпаны перспективы при-
менения иммуностимуляторов при лечении и профилак-
тике онкологических заболеваний. Учитывая положи-
тельный опыт применения мифамуртида (Mifamurtide), 
синтетического аналога МДП, при лечении сарком 23, 
является целесообразным исследование схем примене-

ния Ликопида®, имеющего аналогичный механизм дей-
ствия на иммунную систему, для лечения онкологичес-
ких заболеваний. В экспериментальных исследованиях 
на моделях перевиваемых опухолей продемонстриро-
вана способность препарата Ликопид® угнетать рост 
опухолевых клеток и их метастазирование, увеличивая 
продолжительность жизни животных [24], а также вос-
станавливать гемопоэз после химио- и лучевой терапии 
[25]. Нейтропения и тромбоцитопения являются основ-
ными причинами неэффективности противовирусной 
терапии, в том числе хронического гепатита С, не по-
зволяющими пациентам провести весь курс лечения. 
Применение препарата Ликопид® позволило скорректи-
ровать цитопению и завершить курс противовирусной 
терапии [26]. 

Таким образом, большой  интерес, возникший  
в 1970-х годах в России, Франции, Японии и других 
странах, к препаратам мурамилпептидного ряда для ле-
чения и профилактики инфекционных и злокачествен-
ных заболеваний , нашел подтверждение в многочислен-
ных экспериментальных и клинических исследованиях, 
а открытие специфических рецепторов послужило па-
тогенетическим обоснованием их применения при ши-
роком спектре заболеваний . 
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Резюме 
Традиционно В-клеточному звену иммунной системы отводится роль в регуляции 

гуморального иммунного ответа, связанная со способностью В-лимфоцитов секрети-
ровать защитные антитела. Однако все больше авторов указывают на широкий спектр 
процессов, регулируемых В-клетками. Способность В-клеточной популяции прини-
мать участие в различных процессах обусловлена существованием множества суб-
популяций В-лимфоцитов. Изучение взаимосвязи между функциями В-лимфоцита 
и экспрессируемыми им поверхностными маркерами является одной из важнейших 
задач современной иммунологии. В настоящем обзоре рассмотрены происхождение 
и формирование различных субпопуляций В-лимфоцитов в ходе онтогенеза. Проана-
лизировано изменение молекулярного фенотипа на каждой стадии: про-В-лимфоцитов, 
пре-В-лимфоцитов, незрелых В-клеток, транзиторных В-клеток, а также зрелых наив-
ных В-клеток. Даны характеристики субпопуляций В-1, В-2 и MZB. Описаны пути диф-
ференцировки В-лимфоцитов в плазматические клетки, В-клетки памяти и регуляторные 
В-лимфоциты. Обозначены основные функции, выполняемые каждой субпопуляцией, 
обобщены литературные данные о характерных клеточных маркерах, используемых 
для иммунофенотипирования В-лимфоцитов.
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Traditionally, the B-cell component of the immune system has been casting a role 
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Введение
Анализ клеточного состава лимфоцитов крови че-

ловека – основной компонент в оценке иммунного 
статуса. В-клетки – важное звено иммунитета, им от-
ведена главная роль в обеспечении гуморального им-
мунного ответа. Популяция В-клеток представлена 
В-лимфоцитами различной степени зрелости и функци-
ональной активности. Иммунофенотипирование позво-
ляет судить о происхождении и функциональном состо-
янии В-лимфоцита по наличию того или иного набора 
клеточных маркеров на его мембране. 

Основная характеристика В-лимфоцита – экспрес-
сия иммуноглобулинового рецептора для распознава-
ния антигенов – BCR (B-cell receptor). На поверхности 
зрелой В-клетки содержится около 150 000 комплексов 
BCR [1]. Помимо специфического комплекса BCR, на 
мембране В-лимфоцита экспрессируется большой на-
бор различных молекул, являющихся рецепторами, 
корецепторами, лигандами, транспортерами или моле-
кулами адгезии. Вместе они обеспечивают активацию 
В-клеток, их миграцию в организме и, в конечном счете, 
выполнение их функции в составе иммунной системы.

1. Развитие и дифференцировка В-лимфоцитов 
в ходе онтогенеза

Образование В-лимфоцитов начинается во время 
эмбрионального развития и продолжается в тече-
ние всей жизни организма. В эмбриональный период 
этот процесс локализуется в печени и костном мозге, 
а у взрослых млекопитающих – только в костном 
мозге. Дифференцировка В-лимфоцитов проходит 
в несколько этапов, и каждый из них характеризуется 
присутствием определенных белковых маркеров и сте-
пенью генетической перестройки генов иммуноглобу-
линов.

В-лимфоцит берет начало от стволовой клетки с по-
следующей дифференцировкой в общий лимфоидный 
предшественник (CLP – common lymphoid progenitor), 
лишенный поверхностных линейных маркеров, при-

сущих основным линиям кроветворных клеток. По-
добно стволовым клеткам, CLP экспрессирует молекулу 
CD34, а также панлейкоцитарный маркер CD45RA (изо-
форма CD45). В процессе созревания CLPs, несущие 
на поверхности CD10, начинают дополнительно экс-
прессировать рецептор интерлейкина-7 (ИЛ-7) (IL -7Rα/
CD127) и дают начало В-лимфоцитам [2]. Далее под 
действием сигналов, получаемых от стромальных кле-
ток костного мозга, В-клетки последовательно проходят 
следующие стадии:

1) про-В-лимфоциты (progenitor B cell, pro-B), кото-
рые подразделяются на ранние (pro-В-I) и поздние (pro-
В-II); 

2) pre-В-I-клетки (precursor B cell) и pre-В-II-клетки, 
известные также как большие пре-В (large-pre-B) и ма-
лые пре-В (small-pre-B);

3) незрелые В-клетки (immature B cell);
4) транзиторные В-клетки (transient B cell, T);
5) зрелые наивные В-клетки (mature naive B cell).
Последние 2 стадии могут быть пройдены В-лим-

фоцитами уже после выхода из костного мозга, на пери-
ферии: в селезенке или региональных лимфоузлах. 

Основной процесс, протекающий на перечислен-
ных стадиях развития В-лимфоцитов, – формирование 
BCR, происходящее за счет перестройки вариабельных 
генов (V-генов) иммуноглобулинов. В ранних pro-В-I-
лимфоцитах начинается внутриклеточная секреция Igα 
(CD79a), являющегося компонентом BCR. Молекула 
CD19 – один из самых ранних поверхностных марке-
ров, позволяющих отнести лимфоцит к В-клеточному 
ряду. CD19 появляется на поверхности В-лимфоцитов 
на стадии pro-В-II и впоследствии колокализуется 
с В-клеточным рецептором в одном липидном рафте. 
В работе [3] говорится о начале экспрессии CD19 со-
вместно с CD81, образующим впоследствии вместе 
с молекулой CD21 В-лимфоцитарный корецепторный 
комплекс.

Кроме того, стадия pro-В-II характеризуется началом 
перестройки V-генов тяжелых (Н) цепей иммуноглобу-
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линов. Результатом успешно прошедшей перестройки 
является формирование pre-В-клеточного рецептора 
(pre-BCR), содержащего тяжелую μ-цепь и суррогатную 
легкую (L) цепь (состоящую из продуктов генов VpreB 
и λ5). Корректное встраивание pre-BCR в мембрану 
клетки и его соединение с уже сформированными ко-
рецепторными молекулами Igα и Igβ ведет к усилению 
экспрессии антиапоптотического фактора Bcl-2 и пере-
ходу В-лимфоцита на стадию pre-В-I. 

Pre-В-I-стадия также носит название large-pre-B 
из-за увеличения в размерах активно делящихся клеток 
и образования клонов, содержащих идентичные pre-
BCR. По окончании пролиферации В-лимфоциты пере-
ходят на стадию малых pre-B-клеток (пре-В-II), в ходе 
которой претерпевают перестройку V-генов L-цепей 
иммуноглобулинов. На данной стадии перестает экс-
прессироваться pre-BCR, тяжелая μ-цепь соединяется 
с образованной λ-цепью (при этом исчезает суррогат-
ная L-цепь) и на поверхность В-лимфоцита доставля-
ется зрелая молекула иммуноглобулина. После успеш-
ного соединения с остальными компонентами BCR (Igα 
и Igβ) В-клетка начинает экспрессировать поверхност-
ные иммуноглобулины класса М (IgM) и становится не-
зрелым В-лимфоцитом.

Покидая костный мозг, незрелые В-лимфоциты про-
ходят через несколько промежуточных стадий транзи-
торных В-клеток (условно подразделяющихся на Т1, Т2 
и Т3). На поверхности Т1-лимфоцитов появляется мо-
лекула CD24 (маркер выхода из костного мозга), а также 
в дополнение к IgM начинает экспрессироваться мем-
бранная форма IgD. Было показано, что для всех тран-
зиторных стадий В-лимфоцитов характерна экспрес-
сия лектинового трансмембранного рецептора CD93 
(AA4) [4]. Молекулярный фенотип Т1-лимфоцитов: 
IgMhighIgD-/lowCD23-CD21lowCD24highCD93+. Транзиторные 
В-клетки подвергаются антиген-независимой положи-
тельной селекции, в ходе которой умеренные, тоничес-
кие, сигналы через BCR обеспечивают выживание кло-
нов. Кроме того, транзиторные В-лимфоциты проходят 
проверку на аутореактивность, или антиген-независи-
мую отрицательную селекцию, направленную на уда-
ление В-клеточных клонов, BCR которых связывается 
с аутоантигенами с высокой аффинностью. В отличие 
от зрелых В-лимфоцитов, активирующихся в ответ на 
связывание BCR с антигеном, Т2-клетки характеризу-
ются низкой экспрессией рецептора для BAFF (B-cell 
activation factor), поэтому, связавшись своим BCR с ау-
тоантигеном, эти клетки не активируются, а получают 
сигнал к редактированию генов BCR. Этот процесс за-
ключается в повторной перестройке V-генов с вовлече-
нием сегментов, не задействованных при сборке зре-
лого BCR в предыдущей реаранжировке. При успешном 
редактировании аутореактивность утрачивается [5]. 
Если новый BCR сохраняет способность связывать ан-
тигены, экспрессируемые на поверхности собственных 
клеток, то запускается процесс клональной делеции, 
в ходе которой аутореактивные клоны подвергаются 
апоптозу. Существует также третий вариант развития 

событий – переход клонов в состояние анергии в от-
вет на связывание с аутоантигенами (обычно с раство-
римыми). Показано, что анергичные В-клетки преоб-
ладают в Т3-пуле и только Т1- и Т2-лимфоциты дают 
начало зрелым популяциям В-лимфоцитов (В-клеткам 
зародышевых центров или В-лимфоцитам марги-
нальной зоны селезенки) [6, 7]. Фенотипы В-клеток 
на стадиях Т2: IgMhighIgDhighCD21intСD23+CD93+ 

и Т3: IgMlowIgDhighCD21intСD23+CD93+ [8]. 
Срок жизни транзиторных В-клеток составляет от 

1 до 5 дней, после чего они превращаются в зрелые 
наивные В-лимфоциты и благодаря началу экспрессии 
хемокинового рецептора CXCR5 мигрируют в регио-
нальные лимфоузлы, образуя В-зону первичного фол-
ликула. Кроме того, в зрелом наивном В-лимфоците 
устанавливается нормальная экспрессия рецепторов 
BAFF/APRIL (A proliferation-inducing ligand) и в ответ 
на связывание BCR с антигеном они не гибнут, а акти-
вируются. Примированные антигеном В-лимфоциты 
перемещаются вглубь фолликула на границу с Т-зоной, 
превращаясь в клетки-предшественники зародыше-
вого, или герминативного, центра (germinal center, GC). 
В дальнейшем они могут дифференцироваться в клетки 
герминативного центра – центробласты. Для В-клеток 
зародышевого центра характерна высокая экспрессия 
CD38 (фенотип IgDlowCD38high). Центробласты, подвер-
гаясь соматическим гипермутациям в Ig-вариабельных 
участках генов, трансформируются в центроциты, экс-
прессирующие высокоаффинные антитела [9]. 

Описанные этапы дифференцировки, а также мем-
бранные фенотипы на каждой стадии (табл. 1) харак-
терны преимущественно для субпопуляции так называ-
емых В2-лимфоцитов (иногда их называют обычными 
В-клетками). Эти клетки составляют подавляющее 
большинство циркулирующих В-лимфоцитов человека 
и играют основную роль в гуморальном иммунном ответе.

2. Субпопуляции B-лимфоцитов. Происхождение, 
характеристика фенотипов, функции

Под субпопуляциями B-лимфоцитов понимают раз-
новидности клеток определенного типа, характеризу-
ющиеся присутствием устойчивых различий по функ-
циям и связанным с ними молекулярным маркерам. 
Большинство исследований, направленных на изучение 
субпопуляций B-клеток, было проведено на мышах, 
и сведения о В-клеточных субпопуляциях человека про-
должают уточняться. 

На сегодняшний день выделяют 3 основные субпо-
пуляции B-клеток: B-1-клетки, B-клетки маргиналь-
ной зоны (MZB) и обычные B-клетки (B-2). Необхо-
димо отметить, что все субпопуляции В-лимфоцитов 
отличаются гетерогенностью и их часто разделяют на 
подгруппы на основе различий в анатомической лока-
лизации, степени дифференцировки, молекулярном фе-
нотипе и выполняемых функциях.

2.1. B-2-клетки
На практике к B-2-клеткам относят большинство 

B-лимфоцитов, населяющих селезенку и лимфатичес-



66

Иммунология ■ Том 40 ■ № 6 ■ 2019

Обзоры

кие узлы, а также пул рециркулирующих B-клеток 
крови. В течение всей жизни B-2-клетки образуются 
из костномозговых предшественников. Именно B-2-
клетки формируют В-зону первичного лимфоидного 
фолликула [follicular (FO) B-cells], вовлекаются во вза-
имодействие с Т-лимфоцитами и образуют В-клетки 
зародышевых центров [germinal center (GC) B-cells] 
во вторичных фолликулах. B-2-лимфоциты способны 
к переключению изотипа (класса) иммуноглобулинов 
с M/D на A, E и G, а также к дифференцировке 
в B-клетки памяти и плазматические клетки с последу-
ющей секрецией специфических антител [10].

B-2-клетки несут на поверхности молекулы MHC-I, 
MHC-II, костимулирующие молекулы CD40, CD86, 
а при активации – также CD80, что позволяет им вы-
полнять роль «профессиональных» антиген-презен-
тирующих клеток (АПК) [11]. Также B-2-клетки экс-
прессируют молекулы адгезии (β1-интегрины VLA-2 
и VLA-4, β2-интегрин LFA-1, L-селектин CD62L 
и др.), что дает им возможность мигрировать из сосудов 
и перемещаться в тканях. Показано, что присутствие на 
мембране B-2-лимфоцитов Fc-рецепторов (FcγRIIВ – 
CD32), а также рецепторов комплемента (CR2) более 

необходимо для регуляции их активности, нежели для 
выполнения ими эффекторных функций. Чтобы под-
держивать численность клеток на постоянном уровне, 
на мембране B-2-лимфоцитов экспрессируются ре-
цепторы цитокинов семейства ФНО: BAFF – BAFF-R, 
BCMS, TAC-1, а также APRIL – HSPG, защищающие 
зрелые B-2-клетки от апоптоза. Кроме того, для B-2-
клеток характерна экспрессия многочисленных рецеп-
торов цитокинов (IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-2R, IL-1R, 
IL-10R) и хемокинов (CXCR4, CXCR5, CCR3, CCR6) [1]. 
Мембранный фенотип В-2-клеток: CD10–CD19+CD20+

CD21+CD22+CD23+CD24lowCD27–CD38low. Представлен-
ный фенотип является усредненным, так как экспрессия 
определенных молекулярных маркеров зависит от сте-
пени зрелости, контакта с антигеном, локализации В-2 
клетки и ее микроокружения.

2.2. B-1-клетки
B-1-клетки составляют небольшую субпопуля-

цию B-лимфоцитов – около 5% от общей популяции 
B-клеток. У человека B-1-лимфоциты преимуще-
ственно локализованы в лимфоидной ткани слизистых 
оболочек (mucosa-associated lymphoid tissue, MALT). 
По различным данным, количество B-1-клеток в со-

Таблица 1. Молекулярные маркеры, экспрессируемые на В-лимфоцитах человека в процессе дифференцировки

Стадия 
развития

CLP pro-B-I pro-B-II pre-B-I pre-B-II

Характерные 
молекулярные 

маркеры

CD10
CD34

CD45RA

CD10
CD34

MHC II

CD10
CD19
CD24
CD38
CD40
CD72
CD81

MHC II

CD10
CD19
CD20
CD24
CD38
CD40
CD72
CD81
CD126
MHC II

CD10
CD19
CD20
CD24
CD38
CD40
CD72
СD79a
СD79b
CD81
CD126

pre-BCR
MHC II

Стадия 
развития

Незрелые
В-клетки

Т1 Т2 Т3 Зрелые наивные
В-клетки l

Характерные 
молекулярные 

маркеры

CD10
CD19
CD20
CD21
CD22
CD24
CD38
CD40
CD72
СD79a
СD79b
CD81
CD126

IgM
MHC II

CD10
CD19
CD20
CD21
CD24
CD38
CD40
CD72
СD79a
СD79b
CD81
CD93
IgM

MHC II

CD10
CD19
CD20
CD21
СD23
CD24
CD38
CD40
CD72
СD79a
СD79b
CD81
CD93

IgM, IgD
MHC II

CD19
CD20
CD21
СD23
CD24
CD38
CD40
CD72
СD79a
СD79b
CD81
CD93

IgM, IgD
MHC II

CD19
CD20
CD21
СD23
CD24
CD32
CD35
CD38
CD40
CD72
СD79a
СD79b
CD81
CD269

IgM, IgD
MHC II
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ставе миндалин может достигать 30% от общего числа 
B-лимфоцитов. До 50% IgA-продуцентов в лимфо-
идной ткани кишечника представлены B-1-клетками. 
Небольшое количество антителосекретирующих B-1-
лимфоцитов выявляют в селезенке. Общее количество 
B-1-клеток является индивидуальным для каждого чело-
века, однако показано снижение числа B-1-лимфоцитов 
с возрастом в связи с развитием системы приобретен-
ного иммунитета [12]. 

Формирование пула B-1-клеток происходит в те-
чение эмбрионального периода в фетальной печени 
плода. В отличие от B-2-клеток, образующихся в кост-
ном мозге на протяжении всей жизни, субпопуляция 
B-1-клеток взрослого человека лишь самообновляется 
путем очень медленной пролиферации. Существует 
мнение, что благодаря иным параметрам клеточного 
цикла, а также другим активационным свойствам эта 
линия B-лимфоцитов берет начало от отдельного лим-
фоидного предшественника, обособляется на ранних 
этапах эмбриогенеза и далее существует независимо от 
других B-лимфоцитов постнатального костного мозга. 
Модель происхождения B-1- и B-2-клеток от двух раз-

личных CLP (dual lineage model) опирается также на 
то, что в ходе формирования данные субпопуляции по-
разному отвечают на факторы роста. Так, присутствие 
ИЛ-7 стимулирует развитие B-2-клеток, но не влияет на 
пролиферацию B-1-лимфоцитов. Обратная ситуация на-
блюдается в отношении действия на указанные субпопу-
ляции тимусного стромального лимфопоэтина (TSLP). 
Однако возникновение субпопуляции B-1-клеток оста-
ется предметом дискуссий, и наряду с описанной мо-
делью происхождения B-1-клеток существуют еще две 
модели: активационная (activation model) и унифициро-
ванная (unifi ed model). В основе обеих моделей лежит 
предположение, что главным фактором, определяющим 
формирование той или иной субпопуляции B-клеток, 
является BCR-сигналлинг. 

Активационная модель предполагает происхожде-
ние B-1- и B-2-клеток из одной популяции транзитор-
ных B-клеток. При этом путь дифференцировки транзи-
торных B-лимфоцитов определяется силой стимуляции 
последних через BCR. В случае сильного сигнала обра-
зуются B-1-лимфоциты, а в случае слабого – B-2. Уни-
фицированная модель рассматривает пул транзиторных 

Субпопуляция В-1-
клетки

MZB-
клетки

FO-В-
клетки

GC-В-
клетки

Активированные 
В-клетки

Плазма-
бласты

Характерные 
молекулярные 

маркеры

CD5 (B-1a)
CD20
CD27
CD43
СD79a
СD79b
CD80
CD86

MHCII

CD1d
CD19
CD20
CD21
CD25
CD27
CD38
CD69
СD79a
СD79b
CD80
CD81
CD86

IgM, IgD
MHCII

CD19
CD20
CD21
CD22
CD23
CD24
CD32
CD35
CD40
CD43
CD45

CD62L
CD72
СD79a
СD79b
CD81

IgM, IgD
MHCII

CD10
CD19
CD20
CD23
CD27
CD32
CD35
CD38
СD79a
СD79b
CD81
CD269

IgM/G/A, 
IgD

MHCII

CD19
CD20
CD22
CD23
CD25
CD27
CD40
CD45

CD62L
CD69
CD72
СD79a
СD79b
CD80
CD81
CD86
CD126

IgM, IgD
MHCII

CD19
CD27
CD38
CD269
MHCII

Субпопуляция SLPC LLPC swBm unswBm DN Breg
Характерные 
молекулярные 

маркеры

CD27
CD32
CD38
CD44
CD45
CD138 
CD269
MHCII

CD27
CD32
CD38
CD44
CD45
CD138 
CD269

CD19
CD20
CD21
CD22
CD24
CD40
CD45
CD27
CD72
СD79a
СD79b

IgM/G/A/E
MHCII

CD19
CD20
CD21
CD22
CD24
CD40
CD45
CD27
CD72
СD79a
СD79b
IgD/M
MHCII

CD19
CD20
CD21
CD22
CD24
CD40
CD45
CD72
СD79a
СD79b

IgM/G/A/
MHCII

CD1d
CD5
CD19
CD21
CD24
CD27
CD38
CD40
СD79a
СD79b
CD279
MHCII

Окончание табл. 1
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Обзоры

B-клеток как гетерогенную популяцию, содержащую 
2 типа клеток, по-разному отвечающих на одинаковые 
сигналы от BCR. Клетки 1-го типа, получая стимуля-
цию BCR, начинают пролиферировать, тогда как клетки 
2-го, наоборот, подвергаются апоптозу. Две последние 
модели подтверждает исследование [13], в ходе кото-
рого при стимуляции CD43–-B-2-клеток памяти in vitro 
комбинацией ИЛ-2 и R-848 (резиквомод) была выде-
лена промежуточная субпопуляция B-клеток, вероятнее 
всего, предшественников B-1-лимфоцитов.

Мембранный фенотип B-1-клеток: CD20+CD27+

CD43+CD70- [14]. Также B-1-клетки экспрессируют 
на своей поверхности костимулирующие моле-
кулы CD80 и CD86, что дает им возможность выпол-
нять функции АПК. В отличие от классической B-2-
субпопуляции, активация B-1-клеток происходит без 
участия BAFF, а также без предварительного контакта 
с Т-клетками. Их активация, как правило, осуществля-
ется Т-независимыми антигенами второго типа TI-2 
(T-independent antigens type II), например, бактериаль-
ным поли- и липополисахаридами, через BCR и толл-
подобные рецепторы (toll-like receptors, TLRs) (табл. 2).

Как говорилось ранее, субпопуляции B-лимфоцитов 
крайне неоднородны, и B-1-субпопуляцию принято де-
лить на B-1a и B-1b. 

B-1a-клетки экспрессируют на своей поверхности 
молекулу CD5, отсутствующую на всех остальных 
B-лимфоцитах. Считается, что B-1a-клетки в онтоге-
незе появляются раньше других субпопуляций. B-1a-
лимфоциты используют небольшой эмбриональный 
набор V-генов, не способны к переключению классов 
иммуноглобулинов и несут на своей поверхности мо-
лекулы IgM (исключение составляет экспрессия IgA 
B-1a-клетками в lamina propria кишечника). Соматичес-
кий гипермутагенез в Ig-вариабельных участках генов 
B-1a-клеток выражен слабо или вообще не происходит. 
Основной их функцией является секреция естествен-
ных антител (natural antibodies, Nabs), содержащих так 
называемые общедоступные сайты связывания анти-
гена (public antigen binding sites), специфичных к наи-
более распространенным компонентам клеточных сте-
нок бактерий. Показано, что Nabs представляют собой 
низкоаффинные поли- и аутореактивные IgM-антитела, 
циркулирующие в организме даже при отсутствии ан-
тигенной стимуляции. Считается, что B-1a-лимфоциты 
выполняют роль B-клеток врожденного иммунитета 
и на ранних этапах жизни замещают более специфич-
ную, но еще не до конца развитую стандартную систему 
B-клеточной защиты. Также показано, что слабая ауто-
реактивность Nabs оказывается полезной при удалении 
продуктов апоптоза в организме [15].

B-1b-лимфоциты могут принимать участие в адап-
тивном иммунном ответе, так как они проявляют спо-
собность к переключению синтеза иммуноглобулинов 
(чаще всего они секретируют IgM и IgG3). Однако 
данный процесс, как и соматический гипермутагенез 
в V-генах, выражен слабо. В остальном свойства B-1b-
клеток схожи со свойствами B-1a-клеток.

2.3. MZB-клетки
B-клетки маргинальной зоны (MZB) локализу-

ются в маргинальной зоне селезенки, отделяющей 
белую пульпу от красной (составляют около 15% от 
всех В-клеток селезенки) [16]. MZB-лимфоциты выде-
ляются в отдельную субпопуляцию на стадии транзи-
торных B-клеток в костном мозге. Выбор пути диффе-
ренцировки транзиторной B-клетки в FO-B-лимфоцит 
или в MZB-лимфоцит определяется совокупностью 
сигналов, поступающих в клетку через BCR, а также 
рецепторы для дифференцировочных факторов BAFF 
и Noth-2 (Neurogenic locus notch homolog protein 2). В 
экспериментах на грызунах показано, что тоничес-
кие сигналы, возникающие при связывании BCR 
с аутоантигеном, блокируют сигналлинг через рецептор 
Noth-2, и Т2-B-лимфоцит дифференцируется в фолли-
кулярную B-клетку 2-го типа (FO-II). В свою очередь, 
слабый BCR-сигналлинг не мешает образованию Noth-
2-опосредованного сигнального пути, запуская тем 
самым дифференцировку B-клетки в MZB-лимфоцит. 
Показано, что пул FO-II-клеток также может давать на-
чало MZB-лимфоцитам, тем самым являясь своеобраз-
ным запасным резервуаром для MZB-субпопуляции. 
Кроме того, неканоническая активация NF-κB (nuclear 
factor κB signaling pathway) ведет к формированию 
FO-B-клеточной субпопуляции 2-го типа (FO-II), тогда 
как активация NF-κB по классическому пути способ-
ствует развитию T2-клеток в MZB-лимфоциты либо 
в фолликулярные В-клетки 1-го типа (FO-I), которые не 
обладают способностью дифференцироваться в MZB-
клетки [17].

Зрелые MZB-лимфоциты не экспрессируют на своей 
мембране хемокиновый рецептор CXCR5, поэтому 
не попадают в лимфоидные фолликулы подобно B-2-
клеткам, а осуществляют «челночные» миграции до 
фолликулов и обратно, получая информацию об анти-
генах, поступающих в селезенку с кровью. MZB-клетки 
сходны по своему фенотипу с активированными B-2-
лимфоцитами. Маркером, указывающим на недавний 
контакт с антигеном, является молекула CD27, экспрес-
сируемая на поверхности MZB-лимфоцитов.

V-гены MZB-клеток редко затрагиваются мутаци-
ями, что объясняется их развитием вне зародышевых 
центров. В этих клетках не происходит переключения 
классов иммуноглобулинов, и даже MZB-клетки памяти 
несут на своей поверхности IgM, а не IgG. Основной 
мембранный иммуноглобулин MZB-клеток – IgM –экс-
прессируется сильнее, чем на B-2-клетках, а IgD при-
сутствует на мембране в малом количестве. 

Характерной особенностью MZB-лимфоцитов яв-
ляется их способность принимать участие в иммунном 
ответе как на T-зависимые, так и на T-независимые 
антигены (TI-2) (табл. 2). Это позволяет рассматривать 
MZB-лимфоциты в качестве промежуточного клеточ-
ного звена между врожденным и адаптивным иммуните-
том. Подобно B-2-клеткам MZB-клетки экспрессируют 
молекулы MHC-II и костимулирующие молекулы CD80 
и CD86, благодаря которым способны связывать анти-
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ген (часто представляемый им дендритными клетками 
маргинальной зоны), мигрировать в T-зависимую зону 
селезенки и презентировать его T-хелперным клеткам. 
Также характерной особенностью MZB-лимфоцитов 
является экспрессия молекулы CD1d, участвующей 
в презентации липидных антигенов инвариантным на-
туральным T-киллерам (invariant natural killer T-cells, 

iNKT) [18]. Аналогично B-1-клеткам MZB-лимфоциты 
способны взаимодействовать с полимерными повто-
рами эпитопов TI-2-антигенов (например, с бактери-
альными полисахаридами) [19]. В данном процессе 
весьма существенен маркер CD21, экспрессия которого 
ярко выражена на поверхности MZB-клеток. CD21, яв-
ляющийся рецептором C3d-компонента комплемента, 

Таблица 2. Типы антигенов в зависимости от необходимости участия Т-клеток в запуске гуморального иммунного ответа

Характерные 
особенности

Т-независимые Т-зависимые
(T-dependent antigens, TD)1-го типа

(T-independent antigens
type I, TI-1)

2-го типа
(T-independent antigens

type II, TI-2)
Участие Т-клеток 
для активации 
В-клеток

Способны активировать В-клетки без участия 
Т-клеток

Активация В-клеток, связавших 
TD-антиген, происходит после взаимо-
действия с Т-клетками и образования
В-Т-конъюгата

Субпопуляции 
В-клеток, вовлечен-
ных в иммунный 
ответ

MZB-клетки, B-1b-клетки (но могут быть 
и B-2-клетки)

В-2-клетки,
MZB-клетки

Незрелые 
В-клетки

При отсутствии цито-
кинов, вырабатываемых 
Т-клетками, незрелые 
В-клетки не могут быть 
активированы

Природа антигена Чаще всего митогены Длинные полимерные 
молекулы, работающие 
как мультивалентные 
антигены (часто бак-
териальные полисаха-
риды)

Чаще всего белковые молекулы

Механизм актива-
ции В-клетки

Сайт связывания TI-1-
антигена с В-клеткой 
не уникальный, часто 
затрагивает не только 
антиген-связывающий 
участок BCR. Проис-
ходит поликлональная 
активация В-клеток

TI-2-антигены, содер-
жащие много повторяю-
щихся эпитопов, вызы-
вают кросс-связывание 
сразу нескольких BCR, 
тем самым активируя 
В-клетку

Активация В-клетки происходит по клас-
сической 3-сигнальной модели 
(Td activation 3 signal model):
1. Связывание TD-антигена с BCR.
2. Представление TD-антигена В-клеткой 
в комплексе с MHC-II Т-клетке, активи-
рованной тем же антигеном, и получение 
дополнительных костимулирующих 
сигналов в составе В-Т-конъюгата.
3. Окончательная активация В-клетки 
с помощью цитокинов, вырабатываемых 
Т-клеткой

Разнообразие анти-
тел, секретируемых 
в ходе иммунного 
ответа

Не происходит соматического гипермутагенеза 
в V-генах В-клеток, отсюда малое разнообразие 
вырабатываемых антител

Характерно большое разнообразие секре-
тируемых антител за счет соматического 
гипермутагенеза в В-клетках

Классы иммуногло-
булинов, секре-
тируемых в ходе 
иммунного ответа

В-клетки не подвергаются процессу переключения 
класса Ig. Секретируются преимущественно имму-
ноглобулины класса M

Характерно переключение изотипов 
секретируемых антител и, как следствие, 
наличие иммуноглобулинов различных 
классов (IgG, IgA, IgE) 

Наличие В-клеток 
памяти. Тип
антителосинтезиру-
ющих клеток

Как правило, В-клетки памяти не вырабатываются 
в ответ на TI-антигены. Образованные плазмати-
ческие клетки короткоживущие

В ответ на TD-антигены всегда образу-
ются В-клетки памяти. Образованные 
плазматические клетки коротко- или 
долгоживущие

Наличие иммуно-
логической памяти 
после инфекции

При повторном взаимодействии с TI-антигеном 
иммунный ответ реализуется на первичном уровне

При повторном взаимодействии 
с TD-антигенами характерно развитие 
вторичного иммунного ответа 

Скорость иммун-
ного ответа

Быстрый ответ на взаимодействие с TI-антигенами 
(часы, дни)

Медленный ответ на взаимодействие 
с TD-антигенами (дни, недели)
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обеспечивает ассоциацию связавшего антиген BCR 
с корецептором CD19. Образование такого тройного 
комплекса существенно снижает порог активации низ-
коаффинными антигенами и позволяет MZB-клеткам 
активироваться в отсутствие T-клеточной помощи [20]. 
Мембранный фенотип MZB-клеток: CD27varCD25+CD38+

CD23lowCD21highCD1+CD20+ [1, 21].

3. Встреча В-лимфоцита с антигеном. 
Пути дифференцировки

Основным фактором гуморальной ветви иммуни-
тета в ответ на попадание в организм чужеродного анти-
гена являются антитела. Антителообразующие клетки 
представляют собой производные В-лимфоцитов. 
В течение первых минут/часов после инфицирования с 
антигеном способны связаться только циркулирующие 
Nabs, секретируемые В-1а-клетками. Несколько часов/
суток требуется MZB-клеткам и В-1в-клеткам для вы-
работки антител IgM и IgG3 в обход взаимодействия 
с Т-клетками (такой тип иммунного ответа развивается, 
как правило, на TI-антигены). Наконец, самый отсро-
ченный (несколько дней/недель), но наиболее тонко 
настроенный иммунный ответ представлен специфи-
ческими антителами (IgG, IgA, IgE), полученными из 
плазматических клеток – в подавляющем большинстве 
случаев производных клонов В-2-клеток, прошедших 
антиген-зависимую селекцию в зародышевых центрах 
лимфоидных фолликулов. Описанный тип иммунного 
ответа вызывают Т-зависимые антигены (T-dependent 
antigens, TD). Более подробные сведения о различиях 
в иммунном ответе на TI- и TD-антигены представлены 
в табл. 2.

Наиболее хорошо изучен иммунный ответ на TD-
антигены, реализуемый в соответствии с трехсигналь-
ной моделью активации В-клетки (three signal model 
of B cell activation by TD antigen) [22]. В рамках данной 
модели для полной активации В-лимфоциту необхо-
димо получить 3 последовательных сигнала:

1. Первый сигнал зрелая наивная В-клетка с мо-
лекулярным фенотипом IgDdimCD38low, находящаяся 
в «восприимчивом» состоянии (cognitive state), полу-
чает при связывании BCR с антигеном (в свободной 
форме либо презентированным дендритными клет-
ками). При этом для того, чтобы первый сигнал прошел, 
В-лимфоцит должен связать сразу несколько молекул 
антигена. Связывание хотя бы 10–12 молекул антигена 
ведет к появлению на поверхности клетки так называ-
емых BCR-микрокластеров (BCR-microclasters). Не-
обходимо отметить, что В-клеточные эпитопы анти-
гена распознаются В-лимфоцитом при помощи ВCR, 
тогда как Т-клеточные эпитопы встраиваются в состав 
MHCII, подготавливая лиганд для TCR. Примерно 
через 12 ч после этого события В-клетка увеличива-
ется в размерах и переходит в рецептивное состояние 
(receptive state, молекулярный фенотип IgDdimCD38dim), 
в котором мигрирует по градиенту хемокинов в меж-
фолликулярное пространство, на границу с Т-зоной 
фолликула.

2. Второй сигнал В-клетка получает, установив кон-
такт с Т-хелпером 2-го типа (T-helper type II, Th2) с об-
разованием В-Т-конъюгата (B-T-conjugate). Важно, что 
во взаимодействие с В-клетками вступают только Th2-
клетки, имевшие контакт с тем же самым антигеном, что 
обеспечивает специфичность их TCR (T-cell receptor) 
к Т-клеточному эпитопу данного антигена. Таким об-
разом, при взаимодействии В- и Th2-клеток происходит 
связанное распознавание (linked recognition), в резуль-
тате которого на поверхности Th2-клетки возникает 
молекула CD40L – рецептор CD40, экспрессируемого 
на мембране В клетки. Такая дополнительная костиму-
ляция дает толчок к началу экспрессии В-лимфоцитом 
рецепторов цитокинов и миграции В-Т-конъюгата 
в зону первичного фолликула. В-клетки, не получившие 
костимуляторный сигнал через CD40/CD40L, уходят 
в анергию или апоптоз.

3. Передача третьего сигнала реализуется посред-
ством связывания цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-10, 
ИЛ-21) [1, 23], продуцируемых Th2-клеткой, с образо-
ванными на мембране В-клетки специфическими ре-
цепторами. Кроме того, важную роль играют молекулы 
адгезии (ICAM), обеспечивающие продолжительный 
контакт В- и Th2-клеток. Под действием цитокинов 
В-клетка переходит в полностью активированное со-
стояние (fully activated B cell, молекулярный фенотип 
IgDdimCD38high), после чего совершает 6–8 делений. 
Одновременно с пролиферацией начинает реализовы-
ваться дифференцировочная программа, запускаемая 
при активации В-клеток. Завершение этой программы 
во многом зависит от микроокружения В-лимфоцита.

Считается, что в зависимости от типа и количества 
антигена, силы сигнала, поступающего от BCR, а также 
от его аффинности В-клетка может либо продолжить 
свою дифференцировку по экстрафолликулярному 
пути, либо мигрировать в лимфоидный фолликул. 

Выбор первого пути сопровождается снижением 
экспрессии молекул адгезии (CXCR5) и миграцией 
в мякотные шнуры. При этом В-лимфоцит начинает 
экспрессировать фактор Blimp-1 (B lymphocyte-induced 
maturation protein 1) – транскрипционный антагонист 
Bcl-6 (B-cell lymphoma 6 protein) – и дифференциру-
ется в короткоживущую плазматическую клетку (plasma 
cell). В отсутствие экспрессии Blimр-1 при одновре-
менном ослаблении экспрессии Bcl-6 В-лимфоцит диф-
ференцируется в GC-independent В-клетку памяти (не 
зависящую от зародышевого центра), чаще с непере-
ключенным изотипом иммуноглобулинов (unswitched 
B-memory cell, unswBm) [1]. 

Второй путь развития, наоборот, сопровождается 
повышением экспрессии CXCR5, попаданием В-клетки 
в лимфоидный фолликул и образованием зародышевого 
центра. Одновременно в В-лимфоците усиливается 
экспрессия Bcl-6, и он дает начало В-клетке гермина-
тивного центра (B-GC) – центробласту (молекулярный 
фенотип IgDlowCD38high). Центробласты, находящиеся 
в так называемой темной зоне зародышевого центра, 
вступают в фазу быстрого деления, в ходе которого 
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в V-генах происходят соматические гипермутации, 
и превращаются в центроциты. Центроциты переме-
щаются в светлую зону зародышевого центра, где им 
предстоит пройти антиген-зависимую селекцию. В ре-
зультате гипермутационного процесса образовавшиеся 
В-клетки несут множество вариантов исходного им-
муноглобулинового рецептора (высоко-, низко- и даже 
аутоспецифичные), поэтому возникает необходимость 
отбора В-клеточных клонов, несущих наиболее высо-
коаффинные BCR. Антиген-зависимая селекция осу-
ществляется при помощи фолликулярных дендритных 
клеток, на отростках которых в течение многих лет 
сохраняются чужеродные антигенные детерминанты 
в составе иммунных комплексов. Центроциты, не рас-
познавшие антиген, подвергаются апоптозу, тогда как 
связывание антигена является сигналом к выживанию 
(благодаря интенсивной экспрессии антиапоптотичес-
кого белка Bcl-2). Таким образом, аутореактивные цен-
троциты, как правило, лишены возможности дифферен-
цировки в GC и в норме отсутствуют в компартментах 
клеток памяти и плазматических клеток. 

Дополнительный сигнал, поддерживающий жиз-
неспособность В-клетки, возникает после взаимодей-
ствия с фолликулярными T-хелперами (Tfh) при усло-
вии предварительного связывания В-клеткой антигена 
и презентации его фрагмента Т-клетке. Под действием 
цитокинов, вырабатываемых Tfh (преимущественно 
интерлейкина-21), выжившие центроциты вступают 
в процесс переключения классов иммуноглобулинов, со-
стоящий в ряде разрезаний и соединений ДНК в C-генах 
тяжелых цепей иммуноглобулинов (constant gene region) 
и ведущий к экспрессии иммуноглобулинов классов G, 
E и A. Выбор C-гена конкретной тяжелой цепи проис-
ходит под влиянием эпигенетических факторов, регу-
лируемых цитокинами [24]. В исследовании [25] пока-
зано, что при контакте В-клеток с Tfh, секретирующими 
ИЛ-4, первые переключали изотип синтезируемых ан-
тител на IgG1 и IgE, а взаимодействие В-лимфоцитов 
с Tfh, секретирующими преимущественно ИФН-γ, вело 
к началу экспрессии IgG2. Однако так как и те и другие 
изменения в ДНК иммуноглобулинов не затрагивают 
V-гены, антигенная специфичность В-клетки остается 
неизменной. 

В зависимости от сигналов, поступающих от Tfh-
клеток, центроциты могут дифференцироваться либо 
в GC-derived В-клетки памяти с переключенным изо-
типом иммуноглобулинов (switched B-memory cell, 
swBm), либо в плазмабласты (под действием цитокинов 
ИЛ-2, ИЛ-10) [24]. Плазмабласты (молекулярный фено-
тип IgDhighCD38high) затем дают начало долгоживущим 
плазматическим клеткам, покидая при этом фолликул 
и поступая в кровоток, либо вновь мигрируют в темную 
зону для прохождения второго круга соматического ги-
пермутагенеза. Благодаря нескольким раундам сомати-
ческого гипермутагенеза и антиген-зависимой селекции 
в оставшихся в зародышевом центре В-клетках повы-
шается сродство BCR к антигену, тем самым происхо-
дит созревание аффинности [26]. 

Таким образом, в ходе первичного иммунного от-
вета на антиген происходит дифференцировка В-клетки 
в двух направлениях: в плазматические (антителообра-
зующие) клетки и В-клетки памяти. Остановимся под-
робнее на каждой из этих субпопуляций.

3.1. Плазматические клетки
Будучи клетками, находящимися на терминальной 

стадии дифференцировки, плазматические клетки об-
ладают очень низким уровнем пролиферативной актив-
ности. Зрелые плазматические клетки имеют большой 
размер (20 мкм и более), а также утрачивают подвиж-
ность. Вместо мембранной формы иммуноглобулина 
плазматические клетки секретируют свободную форму 
этой молекулы – антитела. При этом каждая плазма-
тическая клетка синтезирует антитела, идентичные по 
характеристикам (изотип, аллотип, идиотип, специ-
фичность) мембранным иммуноглобулинам В-клетки-
предшественницы. Отмечено изменение уровня 
экспрессии мРНК иммуноглобулинов у плазматичес-
ких клеток по сравнению с наивными и B-клетками 
памяти [27].

Принято считать, что молекула CD138 – основной 
маркер плазматических клеток, однако Fink и соавт. 
[28] показали наличие в периферической крови субпо-
пуляции CD138+-плазмабластов, способных к проли-
ферации и экспрессии CD38 и CD27 на том же уровне, 
что и CD138–-плазмабласты. Это позволяет сделать 
вывод, что популяция циркулирующих CD138+-клеток 
является неоднородной и включает плазматические 
клетки, покинувшие лимфоидный фолликул, а также 
плазмабласты, входящие в терминальную стадию диф-
ференцировки, которые в дальнейшем становятся рези-
дентными плазматическими клетками вторичных лим-
фоидных органов.

Наиболее распространенная классификация разде-
ляет плазматические клетки на короткоживущие (short 
lived plasma cells, SLPC) и долгоживущие (long lived 
plasma cells, LLPC).

Как правило, SLPC образуются в ответ на TI-анти-
гены (часто они являются потомками В-1- 
и MZB-клеток), а также в результате дифференцировки 
В-2-клеток по экстрафолликулярному пути. В обоих 
случаях В-клетки перестают получать сигналы от Bcl-6, 
тормозящего их терминальную дифференцировку, не 
попав в зародышевые центры фолликулов. Как след-
ствие, В-лимфоциты становятся SLPC, минуя процессы 
переключения изотипов иммуноглобулинов и сомати-
ческого гипермутагенеза. Большинство SLPC локали-
зуется в селезенке, региональных лимфоузлах и кишеч-
нике. Срок жизни SLPC составляет в среднем 3–5 дней. 
На поверхности SLPC экспрессируется незначительное 
количество MHC II и IgМ. Основная масса IgМ секрети-
руется SLPC в свободной форме в виде низкоаффинных 
антител. Мембранный фенотип SLPC: CD19+CD20–CD2
7highCD38highCD44+CD45+CD138+ [29, 30]. К SLPC также 
иногда относят В-1-клетки, секретирующие раствори-
мые Nabs [31]. 
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Согласно классическим представлениям, LLPC об-
разуются в ответ на TD-антигены и берут начало от 
плазмабластов зародышевых центров, прошедших со-
матический гипермутагенез, антиген-зависимую се-
лекцию и переключение классов синтезируемых им-
муноглобулинов. Только после завершения описанных 
процессов зрелая LLPC, секретирующая высокоаффин-
ные антитела одного из переключенных классов, поки-
дает зародышевый центр и мигрирует в костный мозг 
либо остается в красной пульпе селезенки или переме-
щается в медуллярную часть лимфоидного фолликула, 
где может персистировать в течение длительного вре-
мени. В экспериментах на мышах, однако, показано, что 
LLPC селезенки могут образовываться из Bm-клеток, 
имеющих как фолликулярное, так и внефолликуляр-
ное происхождение [32]. Кроме того, в исследованиях 
[33, 34] выявлено наличие LLPC, специфичных к капсу-
лярному полисахариду S3 пневмококка (TI-2 антиген).

LLPC являются постоянным источником сывороточ-
ных антител различных классов, а также принимают 
участие во вторичном иммунном ответе, благодаря чему 
их называют клетками эффекторного звена иммунной 
памяти (effector memory cells). Срок жизни LLPC со-
поставим с продолжительностью жизни человека и во 
многом зависит от локального микроокружения, обе-
спечивающего В-клетку необходимыми стромальными 
факторами, молекулами адгезии и хемокинами [35]. Для 
LLPC характерна потеря чувствительности к анти-В-
клеточной терапии ввиду утраты специфических для 
В-клеток мембранных молекул – иммуноглобулинов 
и других компонентов BCR, молекул MHC, костимули-
рующих молекул [1]. Мембранный фенотип LLPC не-
значительно отличается от такового у SLPC. Главным 
отличием является полное отсутствие молекул MHC 
на поверхности LLPC.

3.2. В-клетки памяти
B-клетки памяти (Bm) называют центральным зве-

ном иммунной памяти (central memory cells) за их спо-
собность дифференцироваться в SLPC или LLPC за счет 
комбинации сигналов (как антиген-зависимых, так и ан-
тиген-независимых) [36]. Основным сигналом, как пра-
вило, является повторное поступление специфического 
для этих клеток антигена. Особенность Bm состоит 
в том, что они не участвуют в иммунном ответе, в ходе 
которого они образовались (например, в первичном им-
мунном ответе), однако в ходе вторичного иммунного 
ответа их реакция оказывается более оперативной, 
мощной и результативной, чем ответ наивных лимфо-
цитов. Bm обладают особой транскрипционной про-
граммой, позволяющей им, с одной стороны, длительно 
существовать в организме без Т-клеточной помощи 
и в отсутствие антигена, вызвавшего их образование, 
а с другой – быстро узнавать антиген и отвечать на его 
повторное введение [37–39]. Локализация Bm зависит, 
как правило, от того, в каком месте они были продуци-
рованы в ходе первичного иммунного ответа. Зачастую 
они заполняют мантийную часть лимфатического узла 

либо мигрируют в общий кровоток. Кроме того, некото-
рое количество Bm определяется в MALT. 

Морфологически Bm схожи с наивными В-клетками, 
однако на них экспрессировано больше костимулирую-
щих и активационных маркеров (CD80, CD86, CD93). 
Для Bm-клеток человека характерно наличие маркера 
CD27 [40]. В то же время некоторые Bm его не экспрес-
сируют.

На данный момент известно, что помимо класси-
ческого пути, в ходе которого Bm берут начало в за-
родышевом центре после предварительного контакта 
с антигеном, существуют и альтернативные варианты 
формирования Bm вне зародышевых центров и даже 
в ответ на Т-независимые антигены. В исследованиях 
на мышах было показано, что развитие Bm вне зароды-
шевых центров регулируется отдельной субпопуляцией 
Т-хелперных клеток (не-Tfh) [41]. Помимо различий 
в происхождении, Bm также отличаются уровнями экс-
прессии поверхностных маркеров CD38, CD21, CD24, 
CD19, CD25 и CD45, а также другими характеристиками 
(вклад в развитие аутоиммунных заболеваний, время 
жизни, скорость и количество делений в экспериментах 
in vivo и т.д.). Существуют две наиболее распространен-
ные классификации Bm, основанные на мембранных 
маркерах, наиболее часто используемых в цитометрии.

Первая классификация – Bm1-Bm5 – считается 
хронологической, так как отражает молекулярный фе-
нотип Bm на различных стадиях дифференцировки, 
начиная от зрелого наивного В-лимфоцита. Bm1-Bm5-
классификация основывается на поверхностной экс-
прессии IgD и CD38 (табл. 3). Данная классификация, 
однако, обладает рядом существенных недостатков. 
Например, субпопуляции Bm1 и Bm2 могут включать 
как В-клетки с переключенными, так и с непереключен-
ными изотипами экспрессируемых иммуноглобулинов, 
а Bm2’-субпопуляция может содержать транзиторные 
В-клетки.

Согласно второй классификации, в основе которой 
лежит экспрессия Bm IgD и CD27, выделяют следую-
щие субпопуляции:

1. В-клетки памяти с непереключенным изотипом 
иммуноглобулинов (CD27+IgD-/IgM+/-). Клетки данной 
субпопуляции образуются из В-клеток, дифференци-
рующихся по экстрафолликулярному пути (также к их 
предшественникам относят и MZB-клетки), и следо-
вательно, не проходят через селекцию, переключение 
классов Ig и созревание аффинности. Многие unswBm 
способны экспрессировать IgM. Считается, что такие 
IgM+-unswBm образуются в ходе Т-независимого им-
мунного ответа на TI-2-антигены.

2. В-клетки памяти с переключенным изотипом им-
муноглобулинов (CD27+IgD-/IgG+IgA+) берут начало 
от плазмабластов в зародышевых центрах, для них ха-
рактерно переключение классов Ig и наличие множе-
ственных соматических мутаций в V-генах Ig. Также 
swBm являются продуцентами плазмабластов при по-
вторной инфекции. Так в исследовании [28] показано, 
что активированные плазмабласты (CD19lowCD20-
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CD27hiCD38hiCD138+/-), появляющиеся в крови на 6-7-й 
день после инфекции/вакцинации, являются потомками 
В-клеток памяти, прошедших переключение изотипов 
Ig и соматический гипермутагенез. Возможно, биологи-
ческий смысл существования swBM и unswBM заклю-
чается в том, что первые, как наиболее специфичные, 
необходимы для борьбы с инфекцией при повторном за-
ражении конкретным видом возбудителя, тогда как вто-
рые служат для обеспечения перекрестного связывания 
родственных видов патогенов [42]. 

3. Двойные негативные В-клетки памяти (double 
negative B-memory cells, DN) составляют около 5% 
от всех В-клеток периферической крови и характери-
зуются как CD27-IgD--клетки. Данная субпопуляция 
является наиболее малоизученной и достаточно гете-
рогенной. В нее могут входить как IgM+-, так и IgG+/
IgA+-Bm. Предполагается, что DN являются потомками 
CD27+-Bm. Отличительная особенность этой субпопу-
ляции – ослабленная способность дифференцироваться 
в плазматические клетки [36].

3.3. Регуляторные В-клетки
Выделение субпопуляции регуляторных В-клеток

(B regulatory cell, Breg) произошло относительно не-
давно. Впервые термин был применен при описании 
вырабатывающих ИЛ-10 В-клеток, способных умень-
шать клинические проявления ЭАЭ (эксперименталь-
ный аутоиммунный энцефаломиелит) [43]. 

На данный момент не выявлен специфический транс-
крипционный фактор, отвечающий за дифференцировку 
Вreg. Точное происхождение Вreg остается неизвестным, 
до сих пор среди исследователей нет единого мнения 
о том, всегда ли субпопуляция Breg присутствует в ор-
ганизме или ее развитие индуцируется сигналами из-
вне. Однако экспериментально установлено, что Вreg 
способны развиваться под действием факторов, опреде-
ляемых клеточным микроокружением (активация через 
CD40, стимуляция липополисахаридами и CpG через 
TLR4 и TLR9, действие ИЛ-5, ИЛ-4). На сегодняшний 
день господствует предположение о том, что Вreg могут 
дифференцироваться из любых В-клеток (незрелые и зре-
лые В-клетки, плазмабласты, Bm, плазматические клетки 
и др.). В пользу данной гипотезы говорит существующее 
фенотипическое разнообразие Вreg, выделенных при 
различных аутоиммунных заболеваниях. Тот факт, что 
Вreg локализуются не только в селезенке, но и в регио-

нальных лимфоузлах, также указывает на возможность 
происхождения Вreg от различных предшественников. 
Согласно многочисленным исследованиям, развитию 
Вreg способствуют клеточные сигналы, возникающие 
в ходе воспалительных реакций. 

Показана положительная роль Вreg в противодей-
ствии аутоиммунным патологиям за счет проявления 
выраженных иммуносупрессивных функций. Реализа-
ция последних осуществляется посредством секреции 
ИЛ-10, угнетающего выработку провоспалительных ци-
токинов моноцитами и дендритными клетками, а также 
блокирующего костимуляцию Т-клеток через CD28. 
Кроме того, Вreg способны модулировать клеточный 
иммунный ответ через секретируемые ими другие про-
тивовоспалительные цитокины (ИЛ-1β, ИЛ-35, ИЛ-21, 
ТФРβ): влиять на дифференцировку Т-клеток, смещая 
ее в сторону регуляторного фенотипа, поддерживать 
функционирование iNKT, ингибировать дифференци-
ровку Тfh, Th1 и Th17. Существует предположение, 
что аутореактивные В-клетки под влиянием внешних 
стимулов способны менять свой фенотип, превращаясь 
в Вreg, которые, в свою очередь, элиминируют осталь-
ные аутореактивные клоны.

Ряд работ указывает на существование популяции 
киллерных Вreg (FasL+IL5RA+CD40+PD-1+CD38+), экс-
прессирующих на поверхности Fas-лиганд, вызываю-
щий апоптоз активированных CD4+-Т-клеток. Также 
показано участие киллерных Вreg в иммунном ответе 
против некоторых бактериальных и паразитарных ин-
фекций. Интересно, что присутствие популяции тра-
диционных Вreg после заражения бактериальными 
и вирусными инфекциями, наоборот, отягощало те-
чение заболевания и ассоциировалось с дисфункций 
полноценного иммунного ответа. Многие исследования 
демонстрируют связь между присутствием Вreg и раз-
витием опухолевых заболеваний [44].

Суммируя накопленные к настоящему моменту знания 
о Вreg, можно заключить, что функционирование данной 
субпопуляции лимфоцитов должно строго контролиро-
ваться организмом, начиная с восприятия ими провоспа-
лительных сигналов в своем микроокружении и заканчи-
вая жестким контролем их дифференцировки и развития.

Заключение
В-лимфоциты традиционно считают одним из цен-

тральных элементов гуморального иммунитета. Однако 

Таблица 3. Bm1-Bm5-классификация В-клеток памяти человека

Мембранный фенотип Субпопуляция Стадия дифференцировки В-лимфоцита
IgD+CD38− Bm1 Зрелая наивная В-клетка
IgD+CD38+ Bm2 Активированная наивная В-клетка
IgD+CD38++ Bm2’ Предшественница GC-В-клетки
IgD−CD38++ Bm3 Центробласт

Bm4 Центроцит
IgD−CD38+/− Bm5 В-клетка памяти

CD38+ CD38− early Bm5 late Bm5 Ранняя Поздняя
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Обзоры

их функции не ограничиваются секрецией антител. 
В-клетки способны принимать участие в клеточном им-
мунитете, выступая как АПК и оказывая костимулиру-
ющее действие на Т-лимфоциты. Кроме того, В-клетки 
продуцируют различные цитокины, тем самым участвуя 
в воспалительных процессах и противомикробных за-

щитных механизмах. И наконец В-лимфоциты могут 
действовать как регуляторные клетки, которые управ-
ляют как клеточным, так и гуморальным звеном иммун-
ного ответа. Многообразие их функций обусловлено су-
ществованием разных субпопуляций, осуществляющих 
перечисленные задачи. 
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