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Гр инько Е.K.1, Донецкова А.Д.2, 3, Мухина Е.А.2, Андреева О.С.2, 
Шарова Н.И.2, Комогорова В.В.2, Литвина М.М.2, Марзанова С.Н.1, 
Митин А.Н.2

Динамика восстановления Т-лимфоцитов 
после индукции лимфопении циклофосфаном
1  Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Московская 
государственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии – МВА имени К.И. Скрябина», 109472, 
г. Москва, Российская Федерация 

2  Федеральное государственное бюджетное учреждение «Государственный научный центр «Институт иммуно-
логии» Федерального медико-биологического агентства, 115522, г. Москва, Российская Федерация

3  Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Российский 
национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» Министерства здраво-
охранения Российской Федерации, 117997, г. Москва, Российская Федерация

Резюме
Введение. Химиотерапевтические препараты, применяемые в медицине главным 

образом для лечения онкологических заболеваний, относятся к группе факторов, вы-
зывающих повреждение иммунной системы. Исследование механизмов восстановления 
Т-клеточного звена иммунной системы после воздействия цитостатических препаратов 
имеет важное значение как для понимания патогенеза их повреждающего действия, 
так и для поиска адекватных способов коррекции возникающих нарушений. 

Цель работы – изучить вклад тимуса и периферического отдела и ммунной системы 
в восстановление популяции Т-клеток после воздействия циклофосфана на мышах ли-
нии C57BL/6. 

Материал и методы. Экспериментальным животным вводили циклофосфан внутри-
брюшинно однократно в дозе 125 мг/кг. Мышей забивали на 0, 10, 20, 30, 60-е сутки 
после введения циклофосфана. В тимусе и селезенке определяли общее количество кле-
ток и субпопуляционный состав методом проточной цитофлуориметрии. 

Результаты. Обнаружено, что активно делящиеся клетки тимуса более уязвимы 
к действию препарата, чем лимфоциты селезенки. В то же время восстановительные 
процессы в тимусе начинаются раньше (на 20-е сутки) с последующим медленным 
восстановлением лимфоцитов селезенки (к 60-м суткам). Однако полной регенера-
ции субпопуляции цитотоксических Т-клеток (ЦТЛ) в селезенке не отмечается даже 
к 60-м суткам. Исследование возрастного фенотипа Т-клеточных субпопуляций пока-
зало, что в результате действия циклофосфана происходит усиление конверсии фенотипа 
наивных Т-клеток в центральные Т-клетки памяти.

Заключение. Циклофосфан оказывает выраженное цитотоксическое действие на 
Т-клеточное звено иммунной системы мышей линии C57BL/6 с преимущественным по-
ражением быстро делящихся популяций тимоцитов. Тимопоэз не способен компенсиро-
вать дефицит периферических Т-клеточных популяций, что ведет к усилению гомеоста-
тической пролиферации Т-клеток, конверсии фенотипа наивных Т-клеток и накоплению 
Т-хелперов и ЦТЛ с фенотипом центральных Т-клеток памяти. Следствием данных из-
менений может стать сужение репертуара Т-клеточных рецепторов с нарушением полно-
ценного иммунного надзора и возможным ростом онкологических, аутоиммунных и ин-
фекционных заболеваний в последующем.
Ключевые слова: Т-лимфоциты; тимус; селезенка; циклофосфан; регенерация; проточная цитометрия
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Введение
Лимфопения, в том числе затрагивающая Т-лимфо-

циты, развивается при разнообразных внешних воздей-
ствиях на организм (ионизирующие излучения, хими-
ческие агенты, инфекции и пр.) [1]. При прекращении 
действия повреждающих факторов количество лимфо-
цитов и их субпопуляций в крови возвращается к норме. 
Восстановление количества Т-лимфоцитов происходит 

за счет двух механизмов: тимопоэза в тимусе и гомео-
статической пролиферации в периферическом отделе 
иммунной системы [1, 2]. 

Химиотерапевтические препараты, которые приме-
няют в медицине в первую очередь для лечения онко-
логических заболеваний, относятся к группе факторов, 
которые способствуют атрофии тимуса и уменьшению 
пула циркулирующих лимфоцитов [2–4]. Алкилирую-

Grinko E.K.1, Donetskova A.D.2, 3, Mukhina E.A.2, Andreeva О.S.2, Sharova N.I.2, 
Komogorova V.V.2, Litvina M.M.2, Marzanova S.N.1, Mitin A.N.2

Dynamics of T-lymphocytes regeneration after lymphopenia 
induction by cyclophosphane 
1  Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology – MVA named after K.I. Skryabin, 109472, 

Moscow, Russian Federation
2  National Research Center – Institute of Immunology of the Federal Medical-Biological Agency, 115522, Moscow, 
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3  N.I. Pirogov Russian National Research Medical University of the Ministry of Health of the Russian Fede-
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Abstract
Introduction. Chemotherapy drugs used in medicine, mainly for the treatment of cancer, 

belong to a group of factors that cause damage of the immune system. The study of the mecha-
nisms of T-cell recovery after exposure to cytostatic agents is important both for understanding 
the pathogenesis of their damaging action and for fi nding the correct therapy.

Aim of the study – to investigate the role of thymus and the peripheral lymphoid organs 
in T-cell restoration after exposure to cyclophosphamide in C57BL/6 mice.

Material and methods. Cyclophosphamide was administered intraperitoneally to experi-
mental animals once at a dose of 125 mg/kg. Mice were euthanized on days 0, 10, 20, 30, and 
60 after cyclophosphamide administration. The total number of cells and the lymphocyte sub-
populations in the thymus and spleen were determined by fl ow cytometry.

Results. We found that actively dividing thymus cells are more defenseless to the action 
of the drug than spleen lymphocytes. At the same time, recovery processes in the thymus begin 
earlier (on day 20), followed by slow recovery of spleen lymphocytes (by day 60). However, 
complete regeneration of cytotoxic T-cells (CTLs) in the spleen is not observed even by 60 days. 
The study of the age phenotype of T-cell subpopulations showed that cyclophosphamide inten-
sifi es the phenomenon of the conversion of the naïve T-cells into central memory T-cells. 

Conclusion. Cyclophosphamide has a heavy cytotoxic effect on the T cells of C57BL/6 
mice, with predominant damage in highly dividing thymocyte populations. Thymopoie-
sis is unable to compensate for the defi ciency of peripheral T-cell populations, which leads 
to an increase in homeostatic proliferation of T-cells, conversion of naïve T-cell phenotype 
and the accumulation of T-helpers and CTLs with the phenotype of central memory T-cells. 
These changes can narrow the repertoire of T-cell receptors, lead to impaired immune sur-
veillance and the possible growth of oncological, autoimmune and infectious diseases 
in the future.
Keywords: T-lymphocytes; thymus; spleen; cyclophosphamide; regeneration; fl ow cytometry
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щие цитостатики (в частности циклофосфан) вызывают 
повреждение генетического аппарата активно деля-
щихся клеток, что приводит к апоптозу как опухолевых 
клеток, так и иммунокомпетентных клеток в лимфоид-
ных органах [3]. В проведенных ранее исследованиях 
при изучении действия циклофосфана в терапевтичес-
ких дозах был установлен его выраженный иммуносу-
прессивный эффект, наиболее сильно затрагивающий 
Т-клеточное звено иммунной системы [1, 2, 5–7]. Этот 
эффект проявлялся при применении циклофосфана как 
в дозе 20 мг/кг (уменьшение количества Т-лимфоцитов 
на 50 %), так и в режиме высокодозовой химиотерапии – 
200 мг/кг (снижение числа Т-клеток на 90 %) [6]. 

После возде йствия цитостатиков число Т-клеток 
восстанавливается за счет усиления тимопоэза и гомео-
статической пролиферации [2]. При этом тимопоэз 
можно рассматривать в качестве нормального способа 
восстановления дефицита Т-лимфоцитов, сохраняю-
щего качественные характеристики периферических 
Т-клеток и полноценный репертуар T-клеточных рецеп-
торов (TCR), а гомеостатическую пролиферацию – в ка-
честве вынужденной меры, ведущей к конверсии фено-
типа наивных Т-клеток (Tnaïve), клональной экспансии 
и сужению репертуара TCR [7–9]. 

Оценка вклада каждого из этих механизмов в реге-
нерацию Т-клеточного звена иммунной системы при 
различных патологических состояниях, сопровождаю-
щихся Т-клеточным дефицитом (в частности после воз-
действия цитостатических препаратов), имеет важное 
значение как для понимания патогенеза этих состояний, 
так и для поиска адекватных методов их коррекции. 
В частности, в ряде исследований показано, что имму-
номодуляторы различной природы способны восста-
навливать количественный и субпопуляционный со-
став лимфоидных клеток после действия цитостатиков 
[10–13]. 

Несмотря на длительную историю изучения цик-
лофосфана и его побочных эффектов на иммунную 
систему до последнего времени не уделялось доста-
точного внимания исследованию спонтанного восста-
новления Т-клеточного звена иммунной системы после 
воздействия цитостатика. В данной работе мы исследо-
вали вклад тимуса и периферического отдела иммунной 
системы (на примере селезенки) в восстановление по-
пуляции Т-клеток после воздействия цитостатика (цик-
лофосфан) в терапевтической дозе.

Материал и методы
Исследование проводилось на мышах линии 

C57BL/6 в возрасте 6–8 нед, самках массой 18–20 г, по-
лученных из питомника «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России. Все манипуляции с эксперименталь-
ными мышами осуществляли в соответствии с прави-
лами лабораторной практики [«Европейская конвенция 
о защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментов или в иных научных целях» (ETS N123), 
приказ Минздравсоцразвития РФ от 23.08.2010 № 708н 
«Об утверждении правил лабораторной практики» 

и «Положение об этическом отношении к лаборатор-
ным животным «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА 
России].

Экспериментальной группе животных вводили цик-
лофосфан (препарат Циклофосфан-ЛЭНС®) внутри-
брюшинно в дозе 125 мг/кг однократно (доза, использу-
емая при терапии опухолей) [14–17]. Мышей забивали 
на 10, 20, 30 и 60-е сутки после введения препарата 
(по 5 мышей в каждой группе). Контролем служили 
мыши соответствующего возраста и того же помета, что 
и мыши экспериментальной группы, без введения цик-
лофосфана (8 мышей, по 2 мыши в каждой точке ис-
следования). Поскольку мыши контрольной группы 
в каждой точке исследования (10, 20, 30 и 60-е сутки) 
статистически значимо не отличались между собой 
по содержанию Т-лимфоцитов, при анализе получен-
ных результатов они были объединены в одну группу 
(«Контроль»).

Мышей забивали цервикальной дислокацией. Извле-
кали тимус и селезенку, освобождали от соединитель-
ной ткани и гомогенизировали, эритроциты лизировали 
буфером фирмы eBioscience (США). Для дальнейшего 
анализа субпопуляционного состава лимфоидных ор-
ганов полученные суспензии клеток переводили в фос-
фатно-солевой буфер (ФСБ) c 1,0 % BSA и 0,1 % NaN3. 
Количество клеток в органах и их жизнеспособность 
определяли в камере Горяева, предварительно окрасив 
суспензию эозином. Для определения поверхностных 
маркеров клетки инкубировали с моноклональными 
антителами в течение 30 мин при 4 °С. Лазерную цито-
метрию клеток выполняли на проточном цитометре BD 
FACSCanto™ II (Becton Dickinson, США) в стандарт-
ном режиме. Данные анализировали с помощью про-
граммного обеспечения BD FACSDiva и FCS Express 
(США).

В настоящем исследовании определяли общее 
содержание клеток, процент и абсолютное содер-
жание Т-лимфоцитов (CD3+) и их основных субпо-
пуляций [суммарной фракции CD4+-Т-хелперов, вклю-
чающей регуляторные Т-клетки, цитотоксических 
CD8+-Т-лимфоцитов (ЦТЛ)], а также возрастной фено-
тип Т-клеток, который оценивали по содержанию Tnaïve 
и центральных Т-клеток памяти (Tcm). 

Использовали следующие комбинации монокло-
нальных антител фирмы eBioscience (США) (препараты 
для изотипических контролей той же фирмы): 

1.  Анти-CD3-FITC + анти-CD4-PerCP-Cy5.5 + 
анти-CD8-APC-eFluor780 + анти-CD44-PE-Cy7 + 
анти-CD25-APC (тимус).

2.  Анти-CD3-FITC + анти-CD4-PerCP-Cy5.5 + 
анти-CD8-APC-eFluor780 + анти-CD44-PE-Cy7 + 
анти-СD62L-PE (селезенка).

Статистическую обработку результатов проводили 
методами непараметрического анализа. Исследован-
ные данные представляли в виде Ме (LQ–UQ), где Ме – 
медиана, LQ – нижний квартиль, UQ – верхний квар-
тиль. Для сопоставления экспериментальных групп с 
контролем применяли U-критерий Манна–Уитни, при 
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этом различие групп полагали статистически значимым 
при р < 0,05. Обработку проводили с помощью програм-
много пакета Statistica 12.5 (Stat Soft Inc., США). 

Результаты 
На рис. 1 в графической форме показана динамика 

изменения общего числа клеток в тимусе и селезенке 

мышей линии C57BL/6 после однократного введения 
циклофосфана в терапевтической дозе. Результаты 
представлены как нормализованные данные относи-
тельно интактного контроля, принятого за единицу. 
В тимусе число клеток было минимально на 10-е сутки 
после введения препарата и составляло 60,00 млн (57,00–
66,00 млн) клеток при 162,80 млн (142,30–183,00 млн) 
клеток в контроле, т. е. снижение до 37 % от показателей 
интактного контроля (p < 0,05; табл. 1). На 20-е сутки 
общая численность тимоцитов восстанавливалась, до-
стигнув уровня контроля.

В селезенке клеточность снижалась более посте-
пенно, достигая минимальных значений к 20-м суткам: 
60,50 млн (56,50–64,50 млн) клеток при 127,88 млн 
(118,5–139,5 млн) клеток в контроле (p < 0,05; табл. 2). Вос-
становление численности лимфоцитов селезенки происхо-
дило только к 60-м суткам после введения циклофосфана.

Динамика восстановления отдельных популяций 
тимоцитов представлена на рис. 2. На 10-е сутки по-
сле введения циклофосфана отмечалось статистически 
значимое снижение численности всех популяций ти-
моцитов, кроме двойных негативных (DN) тимоцитов 
(p > 0,05). К 20-м суткам популяции двойных позитив-
ных (DP) и CD4+-тимоцитов практически достигали 
уровня контроля, а популяции DN- и одинарно позитив-
ных (SP) CD8+-тимоцитов превышали его, вернувшись 
к нормальным показателям через 2 мес после введения 
цитостатика (см. табл. 1; рис. 2).
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Рис. 1. Динамика изменения общей численности клеток ти-
муса и селезенки мышей линии C57BL/6 после однократного 
введения циклофосфана 
Здесь и на рис. 2–4, 6, 8: нормализованные относительно 
контроля данные, медианы соответствующих показателей 
в контроле приняты за единицу.
Здесь и на рис. 2–4, 6–8: * p < 0,05 в сравнении с контролем.

Таблица 1. Численность тимоцитов у мышей линии C57BL/6 после однократного введения циклофосфана, млн клеток на орган 
(тимус)

Сутки Количество 
мышей

Тимоциты CD4-CD8- (DN) CD4+CD8+ (DP) CD4+ (SP) CD8+ (SP)

Контроль 8 162,80
(142,30–183,00)

2,69
(2,33–3,16)

139,05
(118,37–156,80)

17,39
(13,43–18,80)

3,45
(2,89–3,93)

10 5 60,00*
(57,00–66,00)

0,92
(0,88–1,2)

51,41*
(49,17–54,36)

3,60*
(3,59–3,97)

0,86*
(0,74–0,94)

20 5 165,00
(154,00–172,00)

8,61*
(4,15–13,83)

129,69
(123,35–142,07)

13,25
(12,04–13,52)

8,62*
(4,5–13,04)

30 5 155,00
(155,00–159,00)

4,33*
(4,28–4,4)

130,86
(128,65–131,60)

14,21
(13,94–15,5)

5,22*
(5,08-6,39)

60 5 152,00
(148,50–162,00)

2,35
(1,81–2,74)

131,48
(129,64–135,27)

12,58
(12,28–14,23)

4,01
(3,25–4,1)

Примечание. Здесь и в табл. 2–4: * – р <0,05 в сравнении с интактным контролем. 
Здесь и в табл. 3: DN – двойные негативные; DP – двойные позитивные; SP – одинарно позитивные тимоциты.

Таблица 2. Численность основных Т-клеточных субпопуляций в селезенке мышей линии C57BL/6 после однократн ого введения 
циклофосфана, млн клеток на орган

Сутки Количество 
мышей

Лимфоциты CD3+CD4+- Т-хелперы CD3+CD8+-ЦТЛ

Контроль 8 127,88 (118,5–139,5) 26,17 (23,93–29,41) 24,9 (24,38–26,26)
10 5 100,50 (91,00–100,50) 17,67 (14,39–20,19) 13,39* (12,55–13,58)
20 5 60,50* (56,50–64,50) 12,61* (12,17–13,29) 6,55* (6,16–7,28)
30 5 70,00* (62,50–71,25) 16,34* (12,73–17,66) 6,14* (6,13–6,60)
60 5 140,00 (110,00–148,50) 27,37 (21,52–27,39) 18,97* (13,58–20,45)

Примечание. ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты.
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Исследование субпопуляций DN-тимоцитов выя-
вило их статистически значимое снижение на 10-е сутки 
в сравнении с интактным контролем (табл. 3; рис. 3). 
Увеличение общего содержания DN-тимоцитов на 20-е 
и 30-е сутки связано с ростом уровня тимоцитов, на-
ходящихся на последней стадии дифференцировки – 
DN4: 6,62 млн клеток (2,38–9,81 млн) и 2,13 млн клеток 
(1,65–2,27 млн) против 0,62 млн клеток (0,48–0,71 млн) 
в контроле соответственно (p < 0,05).

Оценка восстановления периферических Т-клеток 
в селезенке выполнена отдельно для Т-хелперов (фено-
тип CD3+CD4+) и цитотоксических Т-лимфоцитов 
(ЦТЛ) (фенотип CD3+CD8+). Оценивались динамика 
восстановления обеих Т-клеточных популяций и их воз-
растной фенотип.

После введения циклофосфана численность обеих 
популяций в селезенке снижалась (см. табл. 2; рис. 4). 
Минимальное значение числа Т-хелперов и ЦТЛ отме-
чалось на 20-е сутки: 12,61 млн (12,17–13,29 млн) кле-
ток при 26,17 млн (23,93–29,41 млн) клеток в контроле 
для Т-хелперов и 6,55 млн (6,16–7,28 млн) клеток при 
24,9 млн (24,38–26,26 млн) клеток в контроле для ЦТЛ. 
Количество последних снижалось более выраженно
и быстро: уже на 10-е сутки оно составило 54 % от 
уровня интактного контроля (p < 0,05). Восстановление 
численности обеих популяций начиналось с 30-х суток. 

К 60-м суткам количество Т-хелперов полностью вос-
станавливалось. В то же время уровень ЦТЛ не восста-
навливался даже через 2 мес после введения циклофос-
фана: 18,97 млн (13,58–20,45 млн) клеток при 24,9 млн 
(24,38–26,26 млн) клеток в контроле (p < 0,05).

Исследование возрастного фенотипа у мышей 
проводилось по коэкспрессии поверхностных марке-
ров CD44 и CD62L: Tnaïve – фенотип CD62L+44low/-, 
а Tcm – CD62L+44high (рис. 5).

Выявлено, что численность Tnaïve, как и всей по-
пуляции в целом, снижалась до 20 сут после введе-
ния химиопрепарата (табл. 4, рис. 6). Снижение чис-
ленности Т-хелперов с фенотипом Tcm начиналось 
только после 10-х суток, достигая минимальных зна-
чений на 30-е сутки, и было менее выраженно, чем 
Tnaïve – 51 % и 29 % от уровня интактного контроля 
соответственно.

Дальнейшее восстановление численности возраст-
ных субпопуляций Т-хелперов происходило с преоб-
ладанием лимфоцитов с фенотипом Tcm: на 60-е сутки 
их содержание составляло 1,51 млн (0,84–1,59 млн) 
клеток при 0,79 млн (0,68–0,96 млн) клеток в кон-
троле. Численность Tnaïve даже через 2 мес после вве-
дения циклофосфана не достигала уровня контроля: 
13,94 млн (9,1–15,38 млн) клеток при содержании 
20,33 млн  (16,27–21,64 млн) клеток у интактных мы-

Таблица 3. Численность субпопуляций DN-тимоцитов у мышей линии C57BL/6 после однократного введения циклофосфана, 
млн клеток на орган (тимус)

Сутки Количество 
мышей

DN1 DN2 DN3 DN4

Контроль 8 0,24 (0,20–0,26) 0,79 (0,72–0,98) 1,03 (0,87–1,23) 0,62 (0,48–0,71)
10 5 0,14* (0,13–0,21) 0,064* (0,05–0,065) 0,41* (0,29–0,43) 0,32* (0,2–0,33)
20 5 0,56* (0,41–0,71) 0,36* (0,24–0,43) 1,49* (1,34–2,1) 6,62* (2,38–9,81)
30 5 0,41 (0,32–0,43) 0,67 (0,56–0,71) 1,41 (1,32–1,5) 2,13* (1,65–2,27)
60 5 0,22 (0,20–0,23) 0,30* (0,26–0,28) 0,96 (0,83–1,39) 0,69 (0,49–0,93)

Рис. 2. Динамика изменения численности основных популя-
ций тимоцитов мышей линии C57BL/6 после однократного 
введения циклофосфана
Здесь и на рис. 3: DN – двойные негативные; DP – двойные 
позитивные; SP – одинарно позитивные тимоциты.
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шей (р < 0,05). Эта тенденция наглядно продемонстри-
рована на графике изменения соотношения числа Tnaïve 
и Tcm – Tnaïve/Tcm, которое у Т-хелперов статистичес-
ки значимо снижалось с 23,6 (показатель интактных 
мышей) до 10,4 на 60-е сутки после введения циклофос-
фана (р < 0,05; рис. 7).

Восстановление численности возрастных субпо-
пуляций ЦТЛ с преобладанием лимфоцитов с фено-

типом Tcm выявлялось лишь в конце восстановления 
численности обеих субпопуляций – в период с 30-х по 
60-е сутки после назначения циклофосфана (табл. 4, 
рис. 8). На 60-е сутки содержание лимфоцитов с фено-
типом Tcm составляло 4,29 млн (3,18–5,07 млн) клеток 
при 3,44 млн (3,24–4,51 млн) клеток у интактных мышей. 
Численность наивных ЦТЛ, как и наивных Т-хелперов, 
через 60 дней после введения цитостатика не достигала 
уровня контроля: 11,82 млн (7,55–12,01 млн) клеток при 
15,45 млн (13,3–16,1 млн) клеток в контроле (р < 0,05). 
При этом соотношение численности ЦТЛ с фенотипами 
Tnaïve и Tcm так же, как и у Т-хелперов, снижалось 
с 3,9 у интактных мышей до 2,4 у животных на 
60-е сутки после введения цитостатика, отличие стати-
стически значимо (р < 0,05; см. рис. 7).

Обсуждение 
При исследовании клеточности лимфоидных ор-

ганов было показано, что тимоциты быстрее реаги-
руют на токсическое действие циклофосфана: уже на 
10-е сутки их количество статистически значимо упало 
до 1/3 от показателей интактного контроля с последую-
щим восстановлением начиная с 20-х суток. Результаты 
подтверждаются предыдущими исследованиями мор-
фологической структуры тимуса, в которых показано, 
что при введении циклофосфана наблюдается тимичес-
кая атрофия с уменьшением размеров органа и обедне-
нием морфологии долек с миелометапластическими из-

Рис. 5. Алгоритм цитометрического определения субпопуляций наивных и центральных Т-клеток памяти на примере ЦТЛ селе-
зенки интактной мыши линии C57BL/6

Рис. 4. Динамика изменения численности основных попу-
ляций лимфоцитов селезенки мышей линии C57BL/6 после 
однократного введения циклофосфана
ЦТЛ – цитотоксические Т-лимфоциты.
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Таблица 4. Численность основных возрастных субпопуляций Т-хелперов (CD4+) и цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+) в  се-
лезенке мышей линии C57BL/6 после однократного введения циклофосфана, млн клеток на орган

Сутки Количество 
мышей

CD4+-Tnaïve CD4+-Tcm CD8+-Tnaïve CD8+-Tcm

Контроль 8 20,33 (16,27–21,64) 0,79 (0,68–0,96) 15,45 (13,3–16,1) 3,44 (3,24–4,51)
10 5 8,77* (7,18–9,81) 0,79 (0,65–0,94) 5,41* (4,31–5,59) 1,36* (1,17–1,36)
20 5 5,81* (5,18–5,97) 0,43* (0,38–0,46) 3,94* (3,85–4,12) 0,94* (0,92–1,21)
30 5 8,87* (7,7–8,93) 0,40* (0,4–0,59) 3,40* (3,35–3,95) 1,07* (0,64–1,08)
60 5 13,94* (9,1–15,38) 1,51 (0,84–1,59)  11,82* (7,55–12,01) 4,29 (3,18–5,07)

Примечание. Tnaïve – наивные Т-клетки; Tcm – центральные Т-клетки памяти.
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менениями в субкапсулярной и кортико-медуллярной 
зонах, увеличением количества апоптотических клеток 
с фрагментированной ДНК [1, 18, 19]. В то же время 
численность лимфоцитов селезенки к 10-м суткам 
снизилась менее существенно и только к 20-м суткам 
их количество стало значимо отличаться от показате-
лей интактных мышей, достигнув 47 % от их уровня. 
Следовательно, можно говорить о более высокой чув-
ствительности активно пролиферирующих тимоцитов 
к действию циклофосфана по сравнению со зрелыми 
клетками селезенки, а также, ввиду быстрого восста-
новления тимопоэза, об отсутствии выраженного ток-
сического действия цитостатика на гемопоэтические 
предшественники тимоцитов и строму центральных 
органов иммунной системы (костного мозга и тимуса). 
Отсрочка восстановления количества лимфоцитов селе-
зенки указывает на зависимость этого процесса от лим-
фопоэза, идущего в центральных органах иммунной 
системы. 

При исследовании динамики восстановления отдель-
ных популяций тимоцитов (DN, DP, SP CD4+ и CD8+) 
было показано, что их содержание статистически зна-
чимо снизилось в ранние сутки после введения цикло-
фосфана (за исключением популяции DN-тимоцитов, 
уровень снижения которой не был статистически зна-
чимым). Похожие результаты были получены в работе 
R. Frawley и соавт., которые показали, что циклофос-
фан, как и ряд других иммуносупрессивных препаратов, 
вызывает атрофию тимуса с прямым повреждающим 
действием на развивающиеся CD3+-, CD4+CD8+-, CD4+- 
и CD8+-тимоциты [5]. К 20-м суткам численность всех 
популяций тимоцитов достигла уровня контроля, а по-
пуляции DN- и CD8+-SP-тимоцитов на 20-е и 30-е сутки 
даже значимо превзошли уровень интактного контроля, 
вернувшись к нормальным показателям на 60-е сутки. 
С другой стороны, анализ отдельных субпопуляций 
DN-тимоцитов показал, что, в отличие от суммар-
ной популяции, снижение численности для каждой 
из них на 10-е сутки оказалось статистически зна-

чимым, а рост на 20-е и 30-е сутки  обусловлен чрез-
мерным увеличением количества DN4-тимоцитов, 
что косвенно указывает на более высокую интенсив-
ность восстановительных процессов в костном мозге 
по сравнению с тимопоэзом, который не справляется 
с дифференцировкой всех поступающих предшествен-
ников, формируя своеобразный блок дифференцировки 
на стадии DN4.

Таким образом, можно констатировать, что после 
однократного введения циклофосфана в терапевти-
ческих дозах происходит кратковременное угнетение 
тимопоэза, которое к 20-м суткам полностью устраня-
ется и даже сопровождается компенсаторным усиле-
нием дифференцировки, в частности популяции CD8+-
SP-тимоцитов. В то же время восстановление тимопоэза 
несколько отстает от восстановления лимфопоэза, иду-
щего в костном мозге, что может свидетельствовать или 
о меньшей чувствительности гемопоэтических стволо-
вых клеток и стромы костного мозга к повреждающему 
действию циклофосфана, или, в целом, о более высоком 
регенеративном потенциале костного мозга по сравне-
нию с тимусом.

После введения циклофосфана численность как 
Т-хелперов, так и ЦТЛ в селезенке стала постепенно сни-
жаться, достигнув минимальных значений на 20-е сут-
ки, причем снижение ЦТЛ было более выраженным 
и быстрым, а Т-хелперы оказались более устойчивыми 
к действию циклофосфана (снижение их численности 
стало статистически значимым только на 20-е сутки). 
В опубликованных ранее работах проводилось исследо-
вание клеточного состава селезенки и периферической 
крови в ранние сроки после введения циклофосфана 
мышам линии Balb/c [20, 21]. Авторами было показано, 
что в ранние сроки (исследование проводилось начи-
ная с 4-го часа после введения препарата) отмечалось 
статистически значимое снижение количества CD4+-
лимфоцитов, в то время как изменения количества 
CD8+-клеток не наблюдалось; авторы отмечали восста-
новление исходных показателей лимфоидного ростка 

Рис. 6. Динамика изменения численности возрастных субпо-
пуляций Т-хелперов мышей линии C57BL/6 после однократ-
ного введения циклофосфана
Здесь и на рис. 7, 8: Tnaïve – наивные Т-клетки; Tcm – цен-
тральные Т-клетки памяти.

Рис. 7. Изменение соотношения наивных и центральных 
Т-клеток памяти среди Т-хелперов (CD4+) и цитотоксических 
Т-лимфоцитов (CD8+) в селезенке мышей линии C57BL/6 
на 60-е сутки после однократного введения циклофосфана
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на 5–7-е сутки после введения цитостатика [20].
В работе X.H. Huyan и соавт. также было показано, 
что при введении циклофосфана мышам в дозах 
100 и 150 мг/кг отмечалось дозозависимое снижение 
количества CD3+- и CD4+-лимфоцитов и увеличение 
количества CD8+-клеток на 4-й день после введения 
химиопрепарата [21].

В нашем исследовании восстановление численно-
сти обеих популяций лимфоцитов началось с 30-х суток 
и полностью завершилось для Т-хелперов на 60-е сутки 
после введения цитостатика, тогда как ЦТЛ полностью 
не восстановили свою численность даже к 60-м суткам, 
достигнув только 76 % от уровня контроля, несмотря на 
полное восстановление CD8+-SP-популяции в тимусе. 
Таким образом, можно утверждать, что ЦТЛ являются 
более уязвимой популяцией при назначении цикло-
фосфана в терапевтических дозировках по сравнению 
с Т-хелперами: восстановление их численности требует 
большего времени и не компенсируется полностью вос-
становленным тимопоэзом.

Вторым существенным механизмом поддержа-
ния и восстановления численности периферических 
Т-клеток является гомеостатическая пролиферация, ко-
торая при значительном своем повышении в условиях 
Т-лимфопении ведет к конверсии фенотипа Tnaïve. По-
следний феномен заключается в приобретении Tnaïve 
фенотипа Tcm в отсутствие контакта с антигеном. 
Оценив их соотношение, можно судить о вкладе ти-
мопоэза и гомеостатической пролиферации в процесс 
восстановления популяций периферических Т-лим-
фоцитов [1, 2]. 

Восстановление численности возрастных субпопу-
ляций Т-хелперов проходило с явным преобладанием 
лимфоцитов с фенотипом Tcm, уровень которых на 
60-е сутки после введения препарата почти в 2 раза пре-
вышал уровень интактного контроля, тогда как числен-
ность наивных Т-хелперов достигла только 69 % от по-
казателя нормальных мышей. 

При анализе возрастных субпопуляций ЦТЛ селе-
зенки после введения циклофосфана тенденция к пре-

обладанию лимфоцитов с фенотипом Тcm памяти на-
чинала прослеживаться только в конце восстановления 
численности обеих субпопуляций.

Таким образом, анализ спектра Tnaïve и Т-клеток 
памяти в популяции Т-лимфоцитов регенерирующих 
лимфоидных органов свидетельствует о высокой эффек-
тивности восстановления Т-клеток памяти и неполно-
ценности этого процесса для Tnaïve. Однако по всей 
вероятности значительный (если не основной) вклад 
в восстановление Т-клеток памяти (по крайней мере 
их центральной фракции) вносит не их пролиферация, 
а формирование за счет конверсии фенотипа пролифе-
рирующих Tnaïve.

Анализ возрастного фенотипа периферических 
Т-клеток указывает на существенный вклад гомеоста-
тической пролиферации в восстановление численности 
как Т-хелперов, так и ЦТЛ, а также на обусловленный 
этим процессом абсолютный и относительный рост 
числа клеток с фенотипом Tcm у мышей линии C57BL/6 
после однократного введения циклофосфана в терапев-
тической дозировке.

Заключение
Подводя итог исследования, можно констатировать, 

что циклофосфан оказывает выраженное цитотоксиче-
ское действие на Т-клеточное звено иммунной системы 
мышей линии C57BL/6 с преимущественным пораже-
нием быстро делящихся популяций тимоцитов. Пре-
парат в меньшей степени затрагивает гемопоэтические 
стволовые клетки и строму центральных лимфоидных 
органов – костного мозга и тимуса. Восстановление 
Т-клеточного звена иммунной системы начинается 
с центральных лимфоидных органов: нормализации 
лимфо- и тимопоэза. Однако уровень повреждения 
периферических Т-клеток оказывается таким глубо-
ким, что восстановившийся к 20-м суткам тимопоэз не 
способен компенсировать дефицит Т-клеточных попу-
ляций как минимум в течение 60 сут после однократ-
ного введения циклофосфана. Сохраняющийся дефи-
цит периферических Т-лимфоцитов, в свою очередь, 
ведет к усилению гомеостатической пролиферации 
и конверсии фенотипа Tnaïve и накоплению Т-хелперов 
и ЦТЛ с фенотипом Tcm. Клональная экспансия пе-
риферических Т-клеток ведет к сужению репертуара 
Т-клеточных рецепторов, возможному накоплению 
аутоагрессивных клонов и преждевременному старе-
нию иммунной системы, что необходимо учитывать 
при назначении циклофосфана в терапевтических 
целях.

Вклад авторов
Концепция и дизайн исследования – Митин А.Н., 

Марзанова С.Н., Донецкова А.Д.; сбор и обработка 
материала – Гринько Е.K., Мухина Е.А., Андреева О.С., 
Шарова Н.И.; анализ цитометрических данных – Лит-
вина М.М.; статистическая обработка – Гринько Е.K., 
Комогорова В.В.; написание и редактирование текста – 
Донецкова А.Д. 

Рис. 8. Динамика изменения численности возрастных суб-
популяций цитотоксических Т-лимфоцитов мышей линии 
C57BL/6 после однократного введения циклофосфана

CD8+-Tnaïve CD8+-Tcm

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

0 10 20 30 40 50 60 70

Сутки

*
*

*
*

*

*

*



293

Иммунология ■ Том 41 ■ № 4 ■ 2020

Гринько Е.K., Донецкова А.Д., Мухина Е.А., Андреева О.С., Шарова Н.И., Комогорова В.В., Литвина М.М., Марзанова С.Н., Митин А.Н.
Динамика восстановления Т-лимфоцитов после индукции лимфопении циклофосфаном

1. Ярилин А.А. Гомеостатические процессы в иммунной 
системе. Контроль численности лимфоцитов. Иммунология.  
2004; 25 (5): 312–20. 

2. Williams K.M., Hakim F.T., Gress R.E. T cell immune recon-
stitution following lymphodepletion. Semin. Immunol. 2007; 19 (5): 
318–30. DOI: https://doi.org/10.1016/j.smim.2007.10.004

3. ten Berge R.J., Schellekens P.T. Immunosuppressive drugs 
in clinical medicine. Neth. J. Med. 1994; 45 (6): 329–38.

4. Ito K., Okamoto M., Inaguma Y. et al. Infl uence of 
R-CHOP Therapy on immune system restoration in patients with 
B-Cell lymphoma. Oncology. 2016; 91 (6): 302–10. DOI: https://doi.
org/10.1159/000449251

5. Frawley R., White K. Jr., Brown R. et al. Gene expression al-
terations in immune system pathways in the thymus after exposure 
to immunosuppressive chemicals. Environ. Health Perspect. 2011; 
119 (3): 371–6. DOI: https://doi.org/10.1289/ehp.1002358

6. Motoyoshi Y., Kaminoda K., Saitoh O. et al. Different mecha-
nisms for anti-tumor effects of low- and high-dose cyclophosphamide. 
Oncol. Rep. 2006; 16 (1): 141–6.

7. Mahajan V.S., Leskov I.B., Chen J.Z. Homeostasis of T cell 
diversity. Cell. Mol. Immunol. 2005; 2 (1): 1–10. 

8. Sallusto F., Geginat J., Lanzavecchia A. Central memory and 
effector memory T cell subsets: function, generation, and maintenance. 
Annu. Rev. Immunol. 2004; 22: 745–63. DOI: https://doi.org/10.1146/
annurev.immunol.22.012703.104702

9. Boyman O., Letourneau S., Krieg C., Sprent J. Homeostatic 
proliferation and survival of naïve and memory T cells. Eur. J. Im-
munol. 2009; 39 (8): 2088–94. DOI: https://doi.org/10.1002/eji.200
939444

10. Стеценко О.Н., Борзова Н.В., Линднер Д.П., Иванова А.С. 
Влияние иммуномодулятора полиоксидония на восстановление 
костного мозга, поврежденного действием гидрокортизона и ци-
клофосфана. Иммунология. 2005; 26 (1): 27–32.

11. Artym J., Zimecki M., Kruzel M.L. Reconstitution of the cel-
lular immune response by lactoferrin in cyclophosphamide-treated 
mice is correlated with renewal of T cell compartment. Immunobiol-
ogy. 2003; 207 (3): 197–205. DOI: https://doi.org/10.1078/0171-2985-
00233.

12. Jung J.Y., Shin J.S., Rhee Y.K. et al. In vitro and in vivo im-
munostimulatory activity of an exopolysaccharide-enriched fraction 

from Bacillus subtilis. J. Appl. Microbiol. 2015; 118 (3): 739–52. 
DOI: https://doi.org/10.1111/jam.12742

13. Feng H., Fan J., Lin L. et al. Immunomodulatory effects 
of phosphorylated radix cyathulae offi cinalis polysaccharides in im-
munosuppressed mice. Molecules. 2019; 24 (22): 4150. Published 
2019 Nov 15. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules24224150

14. Schiavoni G., Mattei F., Di Pucchio T. et al. Cyclophospha-
mide induces type I interferon and augments the number of CD44(hi) 
T lymphocytes in mice: implications for strategies of chemoimmuno-
therapy of cancer. Blood. 2000; 95 (6): 2024–30.

15. Kuwatani M., Ikarashi Y., Mineishi S. et al. An irradiation-
free nonmyeloablative bone marrow transplantation model: impor-
tance of the balance between donor T-cell number and the intensity 
of conditioning. Transplantation. 2005; 80 (9): 1145–52. DOI: https://
doi.org/10.1097/01.tp.0000183289.79693.3d

16. Ramirez D.A., Collins K.P., Aradi A.E. et al. Kinetics of 
cyclophosphamide metabolism in humans, dogs, cats, and mice 
and relationship to cytotoxic activity and pharmacokinetics. Drug 
Metab. Dispos. 2019; 47 (3): 257–68. DOI: https://doi.org/10.1124/
dmd.118.083766

17. Arai Y., Choi U., Corsino C.I. et al. Myeloid conditioning 
with c-kit-Targeted CAR-T cells enables donor stem cell engraft-
ment. Mol. Ther. 2018; 26 (5): 1181–97. DOI: https://doi.org/10.1016/
j.ymthe.2018.03.003

18. Milicevic N.M., Milicevic Z. Restriction of regenerative ca-
pacity of the rat thymus after the application of cyclophosphamide. 
J. Comp. Pathol. 1984; 94 (3): 425–31.

19. Prakash, Gupta V., Singh S.M. et al. Effect of intrauterine ex-
posure of murine fetus to cyclophosphamide on development of thy-
mus. Immunopharmacol. Immunotoxicol. 2007; 29 (1): 17–30. DOI: 
https://doi.org/10.1080/08923970701277635

20. Лебединская Е.А., Лебединская О.В., Годовалов А.П. и др. 
Морфологические характеристики индуцированной иммуносу-
прессии. В сб.: Новые задачи современной медицины : материалы 
I Международной научной конференции (г. Пермь, январь 2012 г.). 
Пермь : Меркурий, 2012: 63–7.

21. Huyan X.H., Lin Y.P., Gao T. et al. Immunosuppressive effect 
of cyclophosphamide on white blood cells and lymphocyte subpopu-
lations from peripheral blood of Balb/c mice. Int. Immunopharmacol. 
2011; 11 (9): 1293–7. DOI: https://doi.org/10.1016/j.intimp.2011.04.011

■ Литература 

1. Yarilin A.A. Homeostatic processes in the immune system. 
Control of lymphocyte population. Immunologiya. 2004; 25 (5): 312–
20. (in Russian) 

2. Williams K.M., Hakim F.T., Gress R.E. T cell immune recon-
stitution following lymphodepletion. Semin. Immunol. 2007; 19 (5): 
318–30. DOI: https://doi.org/10.1016/j.smim.2007.10.004

3. ten Berge R.J., Schellekens P.T. Immunosuppressive drugs 
in clinical medicine. Neth. J. Med. 1994; 45 (6): 329–38.

4. Ito K., Okamoto M., Inaguma Y., et al. Infl uence of 
R-CHOP Therapy on immune system restoration in patients with 
B-Cell lymphoma. Oncology. 2016; 91 (6): 302–10. DOI: https://doi.
org/10.1159/000449251

5. Frawley R., White K. Jr., Brown R., et al. Gene expression al-
terations in immune system pathways in the thymus after exposure 
to immunosuppressive chemicals. Environ. Health Perspect. 2011; 
119 (3): 371–6. DOI: https://doi.org/10.1289/ehp.1002358

6. Motoyoshi Y., Kaminoda K., Saitoh O., et al. Different mecha-
nisms for anti-tumor effects of low- and high-dose cyclophosphamide. 
Oncol. Rep. 2006; 16 (1): 141–6.

7. Mahajan V.S., Leskov I.B., Chen J.Z. Homeostasis of T cell 
diversity. Cell. Mol. Immunol. 2005; 2 (1): 1–10. 

8. Sallusto F., Geginat J., Lanzavecchia A. Central memory and 
effector memory T cell subsets: function, generation, and maintenance. 
Annu. Rev. Immunol. 2004; 22: 745–63. DOI: https://doi.org/10.1146/
annurev.immunol.22.012703.104702

9. Boyman O., Letourneau S., Krieg C., Sprent J. Homeostatic pro-
liferation and survival of naïve and memory T cells. Eur. J. Immunol. 
2009; 39 (8): 2088–94. DOI: https://doi.org/10.1002/eji.200939444

10. Stetsenko O.N., Borzova N.V., Lindner D.P., Ivanova A.S. 
The effect of the immunomodulator polyoxidonium on the bone mar-

row restoration damaged by the action of hydrocortisone and cyclo-
phosphamide. Immunologiya. 2005; 26 (1): 27–32. (in Russian)

11. Artym J., Zimecki M., Kruzel M.L. Reconstitution of the cel-
lular immune response by lactoferrin in cyclophosphamide-treated 
mice is correlated with renewal of T cell compartment. Immunobiol-
ogy. 2003; 207 (3): 197–205. DOI: https://doi.org/10.1078/0171-2985-
00233.

12. Jung J.Y., Shin J.S., Rhee Y.K., et al. In vitro and in vivo im-
munostimulatory activity of an exopolysaccharide-enriched fraction 
from Bacillus subtilis. J. Appl. Microbiol. 2015; 118 (3): 739–52. 
DOI: https://doi.org/10.1111/jam.12742

13. Feng H., Fan J., Lin L., et al. Immunomodulatory effects 
of phosphorylated radix cyathulae offi cinalis polysaccharides in im-
munosuppressed mice. Molecules. 2019; 24 (22): 4150. Published 
2019 Nov 15. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules24224150

14. Schiavoni G., Mattei F., Di Pucchio T., et al. Cyclophospha-
mide induces type I interferon and augments the number of CD44(hi) 
T lymphocytes in mice: implications for strategies of chemoimmuno-
therapy of cancer. Blood. 2000; 95 (6): 2024–30.

15. Kuwatani M., Ikarashi Y., Mineishi S., et al. An irradiation-
free nonmyeloablative bone marrow transplantation model: impor-
tance of the balance between donor T-cell number and the intensity 
of conditioning. Transplantation. 2005; 80 (9): 1145–52. DOI: https://
doi.org/10.1097/01.tp.0000183289.79693.3d

16. Ramirez D.A., Collins K.P., Aradi A.E., et al. Kinetics 
of cyclophosphamide metabolism in humans, dogs, cats, and mice 
and relationship to cytotoxic activity and pharmacokinetics. Drug 
Metab. Dispos. 2019; 47 (3): 257–68. DOI: https://doi.org/10.1124/
dmd.118.083766

17. Arai Y., Choi U., Corsino C.I., et al. Myeloid conditioning 
with c-kit-Targeted CAR-T cells enables donor stem cell engraft-

■ References 



294

Иммунология ■ Том 41 ■ № 4 ■ 2020

Клеточная иммунология   

Гринько Екатерина Константиновна – студентка ФГБОУ ВО 
МГАВМиБ – МВА имени К.И. Скрябина, Москва, Россий-ская 
Федерация; e-mail: virys.s@yandex.ru, http://orcid.org/0000-0002-
2771-4535

Донецкова Альмира Дмитриевна – д.м.н., ведущий на-
учный сотрудник лаборатории дифференцировки лимфоцитов 
ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, профес-
сор кафедры иммунологии ФГАОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пиро-
гова Минздрава России; Москва, Российская Федерация; e-mail: 
almira_donetskova@yahoo.com, http://orcid.org/0000-0003-2465-
2444

Мухина Елена Александровна – научный сотрудник лабо-
ратории дифференцировки лимфоцитов ФГБУ «ГНЦ Институт 
иммунологии» ФМБА России, Москва, Российская Федерация; 
e-mail:  mukhina_mnioi@mail.ru, http://orcid.org/0000-0002-4197-
9492

Андреева Ольга Сергеевна – научный сотрудник лаборатории 
дифференцировки лимфоцитов ФГБУ «ГНЦ Институт иммуно-
логии» ФМБА России, Москва, Российская Федерация; e-mail: 
helgaa1997@gmail.com, http://orcid.org/0000-0001-8912-9393

Шарова Нина Ивановна – к.б.н., ведущий научный сотруд-
ник лаборатории дифференцировки лимфоцитов ФГБУ «ГНЦ 
Институт иммунологии» ФМБА России, Москва, Российская 
Федерация; e-mail: ni_sharova@mail.ru, http://orcid.org/0000-0002-
6774-961X

Комогорова Виктория Вячеславовна – к.б.н., старший на-
учный сотрудник лаборатории дифференцировки лимфоцитов 
ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, Москва, 
Российская Федерация; e-mail: polbor@inbox.ru, http://orcid.
org/0000-0002-3460-7981

Литвина Марина Михайловна – к.б.н., старший научный 
сотрудник лаборатории дифференцировки лимфоцитов ФГБУ 
«ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, Москва, Россий-
ская Федерация; e-mail: litvina@inbox.ru, http://orcid.org/0000-
0003-3766-9843

Марзанова Саида Нурбиевна – к.б.н., доцент кафедры 
иммунологии и биотехнологии ФГБОУ ВО МГАВМиБ – МВА 
имени К.И. Скрябина; Москва, Российская Федерация; e-mail: 
s.marzanova@mail.ru, http://orcid.org/0000-0001-9895-8046

Митин Александр Николаевич – к.м.н., заведующий лабо-
раторией дифференцировки лимфоцитов ФГБУ «ГНЦ Институт 
иммунологии» ФМБА России, Москва, Российская Федерация; 
e-mail: mitin@inbox.ru, http://orcid.org/0000-0003-1333-0757

Сведения об авторах
Ekaterina K. Grinko – student MSAVM&B – MVA named after 

K.I. Skryabin, Moscow, Russian Federation; e-mail: virys.s@yandex.ru, 
http://orcid.org/0000-0002-2771-4535

Almira D. Donetskova – MD, Leader Researcher of the Labora-
tory of Lymphocyte Differentiation of NRC – Institute of Immunology 
FMBA of Russia; Prof. of Immunology Department of N.I. Pirogov 
RNRMU MOH of Russia, Moscow, Russian Federation; e-mail: almi-
ra_donetskova@yahoo.com, http://orcid.org/0000-0003-2465-2444

Elena A. Mukhina – Researcher of the Laboratory of Lympho-
cyte Differentiation of NRC – Institute of Immunology FMBA of Rus-
sia, Moscow, Russian Federation; e-mail:  mukhina_mnioi@mail.ru, 
http://orcid.org/0000-0002-4197-9492

Olga S. Andreeva – Researcher of the Laboratory of Lymphocyte 
Differentiation of NRC – Institute of Immunology FMBA of Russia, 
Moscow, Russian Federation; e-mail: helgaa1997@gmail.com, http://
orcid.org/0000-0001-8912-9393

Nina I. Sharova – PhD, Leader Researcher of the Laboratory of 
Lymphocyte Differentiation of NRC – Institute of Immunology FMBA 
of Russia, Moscow, Russian Federation; e-mail: ni_sharova@mail.ru, 
http://orcid.org/0000-0002-6774-Russian Federation

Viktoriya V. Komogorova – PhD, Senior Researcher of the 
Laboratory of Lymphocyte Differentiation of NRC – Institute of Im-
munology FMBA of Russia, Moscow, Russian Federation; e-mail: 
polbor@inbox.ru, http://orcid.org/0000-0002-3460-7981

Marina M. Litvina – PhD, Senior Researcher of the Laboratory 
of Lymphocyte Differentiation of NRC – Institute of Immunology 
FMBA of Russia, Moscow, Russian Federation; e-mail: litvina@in-
box.ru, http://orcid.org/0000-0003-3766-9843

Saida N. Marzanova – PhD, Associate Prof. of Immunology 
and Biotechnology Department, MSAVM&B – MVA named after 
K.I. Skryabin, Moscow, Russian Federation; e-mail:  s.marzanova@
mail.ru, http://orcid.org/0000-0001-9895-8046

Alexander N. Mitin – PhD, Head of the Laboratory of Lympho-
cyte Differentiation of NRC – Institute of Immunology FMBA of 
Russia, Moscow, Russian Federation; e-mail: mitin@inbox.ru, http://
orcid.org/0000-0003-1333-07 57

Authors’ information

ment. Mol. Ther. 2018; 26 (5): 1181–97. DOI: https://doi.org/10.1016/
j.ymthe.2018.03.003

18. Milicevic N.M., Milicevic Z. Restriction of regenerative ca-
pacity of the rat thymus after the application of cyclophosphamide. 
J. Comp. Pathol. 1984; 94 (3): 425–31.

19. Prakash, Gupta V., Singh S.M., et al. Effect of intrauterine 
exposure of murine fetus to cyclophosphamide on development of 
thymus. Immunopharmacol. Immunotoxicol. 2007; 29 (1): 17–30. 
DOI: https://doi.org/10.1080/08923970701277635

20. Lebedinskaya E.A., Lebedinskaya O.V., Godovalov A.P., 
et al. Morphological characteristics of induced immunosuppression. 
In collection: New Tasks of Modern Medicine: Materials of the I Inter-
national Scientifi c Conference (Perm, January 2012). Perm: Merkuriy, 
2012: 63–7. (in Russian)

21. Huyan X.H., Lin Y.P., Gao T., et al. Immunosuppressive ef-
fect of cyclophosphamide on white blood cells and lymphocyte 
subpopulations from peripheral blood of Balb/c mice. Int. Immu-
nopharmacol. 2011; 11 (9): 1293–7. DOI: https://doi.org/10.1016/
j.intimp.2011.04.011



295

Иммунология ■ Том 41 ■ № 4 ■ 2020

Клеточная иммунология   

© Коллектив авторов, 2020

Милешина С.Е.1, 2, Николин А.А.1, 2, Козлов И.Г.1, 3, 4 

Влияние коллагеновых матрикинов на функциональное 
состояние лейкоцитов человека
1  Федеральное государственное бюджетное учреждение «Национальный медицинский исследовательский 
центр детской гематологии, онкологии и иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Министерства здравоохра-
нения Российской Федерации, 117997, г. Москва, Российская Федерация 

2  Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Российский 
национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» Министерства здраво-
охранения Российской Федерации, 117997, г. Москва, Российская Федерация

3  Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования «Балтийский 
федеральный университет им. И. Канта» Министерства науки и высшего образования Российской Федерации, 
236041, г. Калининград, Российская Федерация

4  Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования Первый Мос-
ковский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова (Сеченовский университет) Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации, 127994, г. Москва, Российская Федерация

Резюме
Введение. Матрикины – биологически активные соединения, образующиеся при час-

тичном протеолизе белков и гликозаминогликанов внеклеточного матрикса, действуют 
как эндогенные регуляторы многих физиологических и патологических процессов орга-
низма. Полученные из коллагеновых белков матрикины (КМ) усиливают пролиферацию 
клеток соединительной ткани, стимулируют их адгезию, миграцию и синтез различных 
компонентов экстраклеточного матрикса, цитокинов и ростовых факторов. КМ регули-
руют тонус и проницаемость сосудов, участвуют в белок-белковых взаимодействиях, из-
меняющих функции других молекул, способствуют регенерации нервной ткани. Однако 
воздействие КМ в отношении клеток иммунной системы изучено далеко не полностью. 

Цель исследования – комплексная оценка действия низкомолекулярных КМ на функ-
циональную активность лейкоцитов периферической крови человека. 

Материал и методы. Фракцию низкомолекулярных КМ (мол. масса <10 кДА) полу-
чали гидролизом коллагенового матрикса бактериальной коллагеназой. В зависимости 
от метода исследования изучение действия КМ проводили либо в цельной гепаринизи-
рованной венозной крови, либо во фракции нейтрофилов, выделенных из крови здоро-
вых доноров. Оценивали влияние КМ на поглотительную и переваривающую функции 
лейкоцитов, а также на продукцию ими активных форм кислорода. 

Результаты. Получены данные, что КМ способны изменять эффекторные функции фа-
гоцитов: хотя пептиды и не повышают поглотительную способность клеток, они стимули-
руют их бактерицидную и синтетическую активность. Эффективность КМ зависит от их 
концентрации: максимальный эффект наблюдался при низких и средних концентрациях 
КМ (10–100 мкг/мл) и нивелировался при максимальной концентрации КМ (1000 мкг/мл).

Заключение. Таким образом, КМ проявляют иммунорегуляторную активность в от-
ношении клеток врожденного иммунитета.
Ключевые слова: коллагеновые матрикины; лейкоциты; фагоциты; синтез активных форм кислорода; бакте-
рицидные функции; поглотительная способность
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Введение
Наряду с гормонами, цитокинами и нейропепети-

дами в организме существует еще один тип регулятор-
ных молекул – матрикины, которые образуются при де-
градации структурных компонентов экстраклеточного 
матрикса. По своей природе это низкомолекулярные 
пептиды или гликопептиды, способные оказывать вли-
яние на функции клеток практически всех гистотипов. 
Матрикины воздействуют на клетки даже в очень низ-
ких концентрациях; в силу своего малого размера обла-
дают высоким потенциалом распределения по тканям; 
проявляют устойчивость к действию тканевых протеаз. 

Образование матрикинов происходит при естествен-
ном обновлении экстраклеточного матрикса [1]. При 
повреждении ткани их концентрация существенно на-
растает [2, 3]. Действие матрикинов на клетки высоко-
специфично, опосредуется через связывание с опреде-

ленными рецепторами, наиболее известные из которых 
относятся к семейству интегринов [4]. Они способны 
регулировать миграцию [1, 2], пролиферацию, апоптоз 
клеток, синтез компонентов экстраклеточного матрикса 
[4, 5], а также других регуляторных молекул и протеаз. 
За счет этого матрикины принимают участие в нормаль-
ных и патологических процессах [1, 3, 5, 6]. 

Основными структурными компонентами экстра-
клеточного матрикса являются коллагеновые белки, 
и именно они – наиболее вероятный источник образова-
ния регуляторных пептидов. Во многих исследованиях 
были получены доказательства участия коллагеновых 
матрикинов (КМ) как в нормальных физиологичес-
ких процессах, так в патологических реакциях орга-
низма, таких как патологическое заживление ран, фиб-
роз, воспаление и опухолевая инвазия. Для многих 
КМ установлены химическая структура, биологичес-

1  Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Ministry 
of Health of the Russian Federation, 117997, Moscow, Russian Federation

2  Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, 117997, 
Moscow, Russian Federation

3  Immanuel Kant Baltic Federal University, Ministry of Science and High Education of Russian Federation, 236041, 
Kaliningrad, Russian Federation

4  I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Ministry of Health of the Russian 
Federation, 127994, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Introduction. Matrikines – biologically active compounds formed during partial proteolysis 

of proteins and glycosaminoglycans of the extracellular matrix, act as endogenous regulators 
of many physiological and pathological processes of the body. Matrikines obtained from colla-
gen proteins (CM) enhance the proliferation of connective tissue cells, stimulate their adhesion, 
migration and synthesis of various components of the extracellular matrix, cytokines and growth 
factors. CM regulate vascular tone and permeability, participate in protein-protein interactions 
that change the functions of other molecules, and contribute to the regeneration of nervous tissue. 
However, the effects of CM on immune system cells have not been fully studied.

The aim of this study was a comprehensive assessment of the effect of low-molecular 
weight CM on the functional activity of human peripheral blood leukocytes.

Material and methods. The fraction of low-molecular weight CM (Mw <10 kDa) was 
obtained by hydrolysis of the collagen matrix with bacterial collagenase. Depending on the 
method of investigation, the study of the effect of CM was performed either in whole heparin-
ized venous blood, or in the fraction of neutrophils isolated from the blood of healthy donors. 
The effect of CM on the absorption and digesting functions of white blood cells, as well as their 
production of reactive oxygen species, was been evaluated. 

Results. There has been evidence that CM are able to change the effector functions 
of phagocytes: although peptides do not increase the absorption capacity of phagocytes, they 
stimulate their bactericidal and synthetic activity. The effectiveness of CM depends on their 
concentration: the maximum effect was observed at low and medium concentrations of CM 
(10–100 mcg/ml) and was leveled at the maximum concentration of CM (1000 mcg/ml).

Conclusion. Thus, CM exhibit immunoregulatory activity against innate immune cells.
Keywords: collagen matrikines; leukocytes; phagocytes; synthesis of reactive oxygen species; bactericidal functions; 
absorption capacity
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кие функции, определены рецепторы и сигнальные 
пути [7], через которые они участвуют в регуляции 
клеточной активности. Так, например, хорошо изучен 
и успешно применяется в медицине полученный из кол-
лагена I типа медь-содержащий трипептид (GHK-Cu2+). 
Он участвует в регуляции ремоделирования дермы на 
поврежденном участке: стимулирует синтез коллагена 
и гликозаминогликанов фибробластами, усиливает 
пролиферацию базальных эпителиальных клеток, экс-
прессию интегринов кератиноцитами [8], активирует 
пролиферацию фибробластов [9, 10], индуцирует после-
довательно синтез MMP-2 и MMP-9 [11]. Этот матрикин 
используется в дерматологии и косметологии апплика-
ционно в месте повреждения кожи, ускоряя ее зажив-
ление и препятствуя формированию келоидного рубца. 
Также были получены данные, что GHK-Cu2+ является 
хемоаттрактантом для моноцитов/макрофагов и туч-
ных клеток [11], поддерживает регенерацию нервной 
ткани [14], стимулирует ангиогенез [11], митотическую 
активность гепатоцитов [13] и нейронов [12, 14]. Другой 
коллагеновый пентапептид KTTKS, представляющий 
собой фрагмент проколлагена I, стимулирует выработку 
коллагенов I, III и VI типов, фибронектина, эластина 
и гликозаминогликана [15, 16]. GHK и KTTKS широко 
применяются в дерматологии для замедления проявле-
ний возрастных изменений кожи [17].

Трипептид RGD (Arg-Gly-Asp), образующийся при 
протеолизе матричных белков (коллагенов, ламининов, 
фибронектина), белков плазмы крови (витронектина 
и фибриногена) и белков, синтезируемых в месте по-
вреждения тканей (остеопонтина и тенасцина) [18], 
также обладает значительным регуляторным потенциа-
лом. Матрикины, содержащие в составе последователь-
ность RGD, усиливают адгезию клеток к матриксу (фи-
бробласты, кератиноциты, хондроциты, эпителиоциты, 
тромбоциты, эндотелиоциты, клетки островков Лангер-
ганса и др.) [18, 19], активируют клеточную пролифе-
рацию и дифференцировку (мегакариоциты, эндотелио-
циты), регулируют тонус сосудов [19, 20], ингибируют 
синтез провоспалительных цитокинов фагоцитирую-
щими клетками [18, 21], активируют нейтрофилы [21]. 
Лекарственный препарат, содержащий RGD-мотив (эп-
тифибатит) активно используют в качестве антиагре-
гантного средства при остром коронарном синдроме 
и при проведении чрескожной транслюминальной ко-
ронарной ангиопластики из-за его способности быстро 
и эффективно блокировать GpIIb/IIIa-рецепторы тром-
боцитов [22]. В настоящее время разрабатываются 
различные подходы в терапии онкологических заболе-
ваний, где RGD-мотив используется в качестве посред-
ника, прицельно доставляющего цитостатики и другие 
антибластомные средства в опухолевую ткань [23, 24]. 
Кроме того, RGD-пептиды используют для создания 
интегрин-таргетных диагностических молекулярных 
зондов для визуализации первичных опухолей и мета-
стазов [25]. 

Пептиды GPR из коллагенов I–III типов и KPGEPK 
из коллагена III типа, вступая во взаимодействие с фиб-

рином, ингибируют его полимеризацию [26], в то время 
как матрикины PGP, PG и WP блокируют формирование 
тромбинового комплекса [27]. 

Отдельные КМ оказывают значительные эффекты 
и на лейкоцитарное звено. Матрикины PGP [3, 6, 28], 
(PPG)5 и (PHypG)5 [29] являются хемоаттрактантами для 
нейтрофилов. PGP усиливает выработку нейтрофилами 
супероксида, МР-9 и ИЛ-8, высвобождение провоспа-
лительного медиатора эндотелина-1 из эндотелиальных 
клеток [6, 30]. Пептиды (PPG)5 и (PHypG)5 способны ак-
тивировать в нейтрофилах синтез свободных радикалов 
и блокировать их апоптоз, а также они обладают актив-
ностью в отношении моноцитов/макрофагов: индуци-
руют их хемотаксис и продукцию свободных радикалов, 
протеолитических ферментов и синтез нейтрофильных 
хемоаттрактантов [21, 29, 31].

Целью настоящего исследования было комплексное 
изучение влияния низкомолекулярных КМ на функцио-
нирование лейкоцитов периферической крови человека. 

Материал и методы
Методы исследования выбирали в соответствии 

с рекомендациями, приведенными в руководстве по 
проведению доклинических исследований лекарствен-
ных средств [32]. 

Получение препарата низкомолекулярных КМ. 
В работе изучали эффекты фракции низкомолекуляр-
ных пептидов, полученных ферментативной деграда-
цией коллагена I типа. Источником коллагена I типа 
служили хвостовые сухожилия лабораторных беспо-
родных крыс. Сухожилия экстрагировали в 100-крат-
ном объеме 0,3 % уксусной кислоты, центрифугиро-
вали для удаления оставшихся фрагментов, собранную 
надосадочную жидкость нейтрализовали гидрокси-
дом натрия до рН 7,2 и диализовали против двух смен 
1,2 М хлорида натрия. Коллаген высаливали в гради-
енте хлорида натрия (2,0–2,5 М), осадок собирали цен-
трифугированием, отмывали дистиллированной водой 
и перерастворяли в 0,3 % растворе уксусной кислоты. 
Раствор коллагена стерилизовали центрифугированием 
(20 часов, 1700 об/мин). Концентрацию коллагена в рас-
творе определяли спектрофотометрически с помощью 
специфического окрашивания оксипролина реактивом 
Эрлиха [33]. 

Для получения препарата КМ из раствора коллагена 
формировали матрикс путем повышения ионной силы 
и pH раствора. Матрикс механически разрушали, колла-
геновые фибриллы собирали центрифугированием, дву-
кратно отмывали раствором Хенкса и проводили гидро-
лиз осадка (24 часа, 37 ºС) очищенной бактериальной 
коллагеназой (клостридиопептидаза А, соотношение 
фермент : субстрат – 1:20). Гидролизат центрифугиро-
вали, отбирали супернатант и помещали в пробирки для 
ультрафильтрации (Millipore, диаметр пор 10 кДа). Цен-
трифугировали (25 мин, 4000 об/мин), отбирали фрак-
цию с молекулярной массой ниже 10 кДа и стерилизо-
вали фильтрованием через фильтры с диаметром пор 
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0,2 мкм. Концентрацию КМ определяли спектрофото-
метрически по оксипролину [33]. Препарат ампулиро-
вали и хранили при температуре -20ºC.

Выделение нейтрофилов периферической крови 
человека. Образцы крови для исследования были по-
лучены из отделения трансфузиологии НМИЦ «ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России после пред-
варительного тестирования в соответствии с прото-
колом заготовки препаратов донорской крови. Ней-
трофилы выделяли из крови в стерильных условиях 
стандартным методом, используя двойной градиент 
плотности [34]. Для этого венозную гепаринизирован-
ную кровь, разведенную 1:2 раствором Хенкса, наслаи-
вали на градиент плотности: нижний слой – плотность 
1,119 г/см3, верхний – плотность 1,077 г/см3 и центрифу-
гировали в горизонтальном роторе 30 мин, 400g. Полу-
ченную на границе фаз фракцию нейтрофилов дважды 
отмывали центрифугированием в растворе Хенкса 
(10 мин, 200g), а затем переносили в среду RPMI 1640. 
Количество выделенных нейтрофилов подсчитывали 
в камере Горяева по стандартной методике. 

Исследование поглотительной активности лей-
коцитов. Количественную оценку поглотительной ак-
тивности фагоцитов крови проводили методом проточ-
ной лазерной цитометрии, используя в качестве агента 
для фагоцитоза стафилококк, меченный флуоресцеин-
5-изотиоционатом (ФИТЦ) [35, 36]. На первом этапе 
производили мечение бактерий ФИТЦ: суточную куль-
туру Staphylococcus aureus, штамм Cowan I (ГИСК 
им. Л.А. Тарасевича, Россия) стерилизовали, осаждали 
центрифугированием 25 мин, 1000g, отмывали 0,1 М 
карбонатно-бикарбонатным буфером pH 9,5, и кон-
центрацию бактерий доводили по стандарту мутности 
до 2 · 108/мл, а затем инкубировали с ФИТЦ (50 мкг 
на 1 · 108 бактерий). Не связавшуюся с микроорганиз-
мами флуоресцентную метку отмывали центрифуги-
рованием в фосфатно-солевом буфере (1000g, 10 мин). 
ФИТЦ-S. aureus аликвотировали и хранили при -50 ºC.

Реакцию поглощения лейкоцитами ФИТЦ-S. aureus 
ставили в цельной гепаринизированной крови: к мечен-
ному стафилококку (2 · 108/мл), добавляли кровь и КМ 
в концентрациях 1–1000 мкг/мл (в контрольные образцы 
добавляли раствор Хенкса). После инкубации (30 мин, 
37ºC и 5 % CO2) проводили лизис эритроцитов в течение 
10 мин., далее дважды центрифугировали клетки (250g, 
5 мин) в отмывочном растворе, а затем фиксировали 
осадок в фиксирующем растворе (все растворы были 
получены от BD Biosciences, Бельгия). Сбор клеток 
и обработку полученных результатов проводили на про-
точном цитофлуориметре Cytomics FC 500 (Becman 
Coulter, США) с программным обеспечением CXP. На-
стройки цитометра: на диаграмме прямого и бокового 
светорассеивания размещались три облака: нейтрофилы, 
моноциты и лимфоциты. Соответственно облакам ней-
трофилов и моноцитов выводились гистограммы флуо-
ресценции, настроенные на ФИТЦ. Усиление устанавли-
валось таким образом, чтобы пики нефлуоресцирующих 
(M1) и флуоресцирующих (M2) фагоцитов находились по 

разные стороны от 100-канала. При оценке действия КМ 
на поглотительную активность фагоцитов сравнивали 
в опытных и контрольных (без добавления КМ) образцах 
количество флуоресцирующих клеток к общему числу 
нейтрофилов или моноцитов. 

Исследование эффективности фагоцитоза. Оценку 
поглотительной и переваривающей способности фаго-
цитов проводили в цельной венозной крови, используя 
модификацию классического микробиологического ме-
тода [33]. Реакцию поглощения проводили так же, как 
было описано выше, используя в качестве агента для 
фагоцитоза живую суточную культуру Staphylococcus 
aureus, штамм Cowan I. Время инкубации клеток со 
стафилококком составляло 30 и 60 мин. КМ добавляли 
в пробы в концентрациях 1–1000 мкг/мл, а в контроль – 
эквивалентные объемы раствора Хенкса. По истечении 
времени культивирования пробы центрифугировали 
(10 мин, 200g, 4ºC), собирали осадок и готовили мазки 
на обезжиренных предметных стеклах. Препараты вы-
сушивали при комнатной температуре, фиксировали 
10 мин в смеси Никифорова и затем окрашивали в тече-
ние 30 мин по методу Романовского-Гимза. Результаты 
учитывали микроскопически при увеличении 90×10, 
подсчитывая такие параметры, как фагоцитарный ин-
декс (ФИ, количество фагоцитировавших клеток из 
100 подсчитанных нейтрофилов) и фагоцитарное число 
(ФЧ, среднее число микроорганизмов, поглощенных 
одним нейтрофилом). Для оценки бактерицидной функ-
ции фагоцитов определяли показатель завершенности 
фагоцитоза (ПЗФ) по формуле:

ПЗФ = общее количество переваренных 
микроорганизмов/общее количество поглощенных 

микроорганизмов.

При оценке действия пептидов сравнивали данные 
показатели в пробах, обработанных КМ, и в контроле.

Исследование продукции активных форм кисло-
рода (АФК) нейтрофилами и моноцитами. В работе 
использовали стандартный метод хемилюминесценции 
(ХЛ) с 5-амино-2,3-дигидро-1,4-фталазидионом (люми-
нол). В качестве индуктора ХЛ использовали зимозан А, 
предварительно опсонизированный сывороткой крови 
человека (25 мг зимозана, 1,25 мл раствора Хенкса 
и 1,25 мл сыворотки, 37 ºC, 30 мин). После опсонизации 
зимозан трижды отмывали раствором Хенкса центри-
фугированием (10 мин, 300g). 

Цельную гепаринизированную кровь инкубировали 
(60 мин, 37 ºС, 5 % СО2) в присутствии КМ в концентра-
циях от 1 до 1000 мкг/мл (контроль – раствор Хенкса). 
Для измерения ХЛ использовали хемилюминометр 
CLM-3 (AD Instruments, Австралия), оценивая сначала 
уровень спонтанного свечения клеток, а затем уровень 
активированной ХЛ (добавляли зимозан А до 0,56 мг/мл), 
которую фиксировали в течение 5–8 мин. Кинетику от-
вета клеток регистрировали и обрабатывали с помощью 
рабочей станции MacLab (AD Instruments, Австралия: 
Macintosh LC 475+MacLab/2E+Chart V 3.4.1). При ана-
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лизе кривых ХЛ использовали два основных параметра: 
максимум интенсивности спонтанной ХЛ и амплитуда 
интенсивности, активированной зимозаном ХЛ (max 
активированной ХЛ – среднее спонтанной ХЛ). 

Для оценки действия КМ на продукцию клетками 
АФК сравнивали максимумы интенсивности спонтан-
ной ХЛ и амплитуды интенсивности, активированной 
ХЛ в контроле и при обработке КМ. Результат выра-
жали в процентах от контроля.

Статистическая обработка результатов. Характер 
вариабельности результатов экспериментов подчинялся 
законам нормального распределения. Статистическую 
обработку результатов экспериментальных данных про-
водили с помощью пакета анализа данных програм-
много обеспечения «Microsoft Excel» путем расчета 
средней арифметической (М) и средней ошибки сред-
ней арифметической (m). Для оценки достоверности 
выявленных различий средних арифметических в груп-
пах использовали t-критерий Стьюдента, разницу счи-
тали достоверной при p < 0,05.

Результаты
Оценку регуляторного потенциала КМ в отношении 

лейкоцитов человека начали с изучения их влияния на по-
глотительную способность клеток. В предварительных 
экспериментах было установлено, что период полного по-
глощения ФИТЦ-S. aureus интактными лейкоцитами со-
ставляет 30 мин, и это время было выбрано для данного 
этапа работы. К сожалению, такие условия эксперимента 
не позволили выявить отличия в ФЧ нейтрофилов и ма-
крофагов в присутствии всех исследуемых концентраций 
КМ по сравнению с контролем (80,0 ± 4,0 % vs. 74,3 ± 
3,6 %, соответственно). В связи с этим время инкубации 
лейкоцитов с ФИТЦ-S. aureus было увеличено до 3 ч. 
Однако это не привело ни к увеличению ФЧ в контроле, 
ни к различиям в опытных и контрольных образцах по 
этому показателю. Таким образом, единственный вывод 
из этого этапа исследований заключается в том, что КМ 
не блокируют фагоцитоз микроорганизмов макрофа-
гами и нейтрофилами периферической крови человека. 

На следующем этапе работы было решено исследо-
вать действие КМ на эффективность фагоцитоза, ис-
пользуя хорошо зарекомендовавший себя в клинической 
практике рутинный метод иммерсионной микроскопии 
мазков цельной крови, окрашенных по методу Романов-
ского-Гимза, после предварительной инкубации клеток 
с различными концентрациями КМ (опыт) или в их от-
сутствии (контроль). Оценивали ФИ, ФЧ и ПЗФ.

Были получены данные, подтверждающие резуль-
таты проточной лазерной цитометрии: добавление КМ 
в образцы, независимо от их концентрации, не приво-
дило к изменению числа фагоцитирующих клеток по 
сравнению с контролем. Так, после 30-минутной ин-
кубации с бактериями, ФИ в среднем составлял 83,6 ± 
3,4 %, а после 60-минутной инкубации – 88,2 ± 5,3 %. 

Однако при исследовании качественных характери-
стик фагоцитоза были получены интересные данные: 
КМ существенно повышали эффективность фагоцитоза 

лейкоцитов, и при этом прослеживался четкий дозоза-
висимый эффект. В 30-минутных образцах, содержа-
щих 1 мкг/мл КМ, ФЧ было сравнимо с контрольным 
значением. В средних концентрациях (10–100 мкг/мл) 
КМ значительно усиливали фагоцитарную активность 
клеток, причем доза КМ в 100 мкг/мл давала наиболее 
выраженный эффект: ФЧ составляло 160,8 ± 8,6 % от 
контроля (p < 0,05) (рис. 1). При использовании макси-
мальной дозы КМ (1000 мкг/мл) наблюдалось ингиби-
рование фагоцитарной активности клеток. 

Те же изменения наблюдались и при 60-минутной 
инкубации. Уже при добавлении КМ в концентрации 
1 мкг/мл наблюдалось усиление бактерицидной актив-
ности нейтрофилов и моноцитов: ПЗФ при этой дозе 
КМ составлял 40,6 ± 0,8 % (p < 0,05), превышая, таким 
образом, показатели в контрольных образцах почти
в 2 раза (рис. 2). Увеличение концентрации пептидов 
приводило к еще большему увеличению показателя 
ПЗФ и достигало максимума при дозе КМ в 100 мкг/мл 
(74,8 ± 1,8 %, p < 0,05). В дозе 1000 мкг/мл КМ инги-
бировали бактерицидную функцию фагоцитов (рис. 2).

При иммерсионной микроскопии мазков хорошо 
видно, что воздействие КМ усиливает бактерицидную 
активность лейкоцитов. В присутствии КМ в низких 
и средних концентрациях (1–100 мкг/мл) по сравне-
нию с контрольными образцами в клетках наблюдается 
больше разрушенных бактерий, которые имеют малень-
кие размеры и окрашены в розовый цвет (см. рис. 2). 
При добавлении КМ в максимальной концентрации 
микроскопическая картина аналогична таковой в кон-
трольных образцах: преобладают целые бактерии фио-
летового цвета. 

Механизмом усиления бактерицидной функции фа-
гоцитов может быть активация синтеза в клетках актив-

Рис. 1. Зависимость поглотительной активности лейкоцитов 
периферической крови человека от присутствия коллагеновых 
матрикинов
Реакция поглощения лейкоцитами S. aureus в цельной ге-
паринизированной крови здоровых доноров (30 мин, 37 ºC 
и 5 % CO2) в присутствии различных концентраций КМ 
(1–1000 мкг/мл) по сравнению с контролем (эквивалентные 
объемы раствора Хенкса). В иммерсионной системе подсчи-
тывали фагоцитарное число (в контроле принято за 100%). 
Звездочки указывают на достоверные различия (р < 0,05, 
t-критерий Стьюдента).
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ных форм кислорода. Для проверки этого предположе-
ния мы провели ряд опытов, направленных на изучение 
влияния КМ на уровень продукции свободных ради-
калов в лейкоцитах периферической крови человека. 
В исследовании использовали метод люминол-зависи-
мой хемилюминесценции: сравнивали уровень спон-
танной и активированной зимозаном А ХЛ в образцах, 
преинкубированных с различными концентрациями 
КМ (1–1000 мкг/мл), с контролем (раствор Хенкса). Ре-
зультаты выражали в процентах.

Уровень спонтанной ХЛ в контрольных образцах до-
стигал плато через 4–5 мин и составлял в среднем 3,0 ± 
1,4 мВ. Ни одна из добавленных доз КМ не приводила 
к изменению интенсивности спонтанной ХЛ по сравне-
нию с контролем (p > 0,05).

При измерении зимозан-индуцированной ХЛ эф-
фект зависел от дозы добавленных пептидов: в дозе 
1 мкг/мл КМ амплитуда ХЛ не отличалась от контроль-
ных значений (в среднем 310 мВ, p > 0,05), в дозе 10 
и 100 мкг/мл КМ выраженно увеличивали амплитуду 
ХЛ (135,7 ± 7,1 и 124,0 ± 6,0 % от уровня контроля, со-
ответственно, p < 0,05), а в дозе КМ 1000 мкг/мл опять 
наблюдалось снижение показателей ХЛ, сравнимое 
с контрольными значениями (рис. 3). 

Обсуждение
Коллагеновые белки I типа  – одни из самых распро-

страненных в организме – они выявляются практичес-
ки во всех тканях в качестве основы экстраклеточного 
матрикса. В некоторых тканях их количество достигает 
100 мг на 1 г ткани. Коллагены I типа очень стабильны 
и имеют период «жизни» более 100 суток. Катаболизм 
этих белков в физиологических условиях осуществля-
ется внутриклеточно, где они расщепляются до отдель-
ных аминокислот, причем большинство из них реути-
лизируюся в реакциях синтеза белка, а две маркерные 
аминокислоты (оксипролин и оксилизин) выводятся из 
организма с мочой [28]. 

В условиях воспалительной патологии (инфекции, 
травмы и др.) в силу быстрой тканевой деструкции раз-
рушение коллагенов I типа идет в основном экстракле-
точно с привлечением свободных радикалов, а также 
целого ряда протеиназ как самого хозяина, так и микро-
организмов. Этот протеолиз происходит не полностью 
и сопровождается накоплением фрагментов коллагена 
в очаге патологического процесса с их последующим 
попаданием в системный кровоток [2, 28]. 

Учитывая широкий функциональный потенциал кол-
лагена как основного белка экстраклеточного матрикса, 
естественно было предположить, что его фрагменты 
также могут обладать разнообразной активностью 
в отношении клеток многих гистотипов. Это предполо-
жение сегодня имеет достаточное экспериментальное 
подтверждение, а физиологически активные пептиды 
получили название «матрикины» [1, 5].

В данной работе было изучено влияние КМ на па-
раметры фагоцитоза нейтрофилов и макрофагов пери-
ферической крови человека, т.е. на клетки врожденного 

Рис. 2. Влияние коллагеновых матрикинов на завершенность 
фагоцитоза лейкоцитов периферической крови человека
Реакция поглощения лейкоцитами живого S. aureus (суточная 
культура) в цельной гепаринизированной крови здоровых до-
норов (60 мин, 37 ºC и 5 % CO2) в присутствии разных концен-
траций КМ 1–1000 мкг/мл по сравнению с контролем (экви-
валентные объемы раствора Хенкса). 
1. Показатель завершенности фагоцитоза при иммер-
сионной микроскопии мазков (увеличение 90×10, окраска 
по Граму). Звездочки указывают на достоверные различия 
(p < 0,05, t-критерий Стьюдента).
2. Иммерсионная микроскопия мазков периферической крови 
человека после 60 мин инкубации (увеличение 90×10, 
окраска по Граму): А – без КМ; Б – в присутствии КМ 
(100 мкг/мл).
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Рис. 3. Изменение интенсивности активированной хемилюми-
несценции под действием коллагеновых матрикинов
Сравнение хемилюминесценции лейкоцитов цельной гепари-
низированной крови (здоровые доноры), преинкубированных 
(1 ч, 37 ºС, 5 % СО2) с различными концентрациями КМ и ак-
тивированных зимозаном А, с контролем (раствор Хенкса). 
Показатель хемилюминесценции в контроле принят за 100 %. 
Звездочки указывают на достоверные различия (р < 0,05, 
t-критерий Стьюдента).
По оси абсцисс: концентрации коллагеновых матрики-
нов (мкг/мл): 1 – 1 мкг/мл; 2 – 10 мкг/мл; 3 – 100 мкг/мл; 
4 – 1000 мкг/мл.
По оси ординат: интенсивность хемилюминесценции.
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иммунитета, находящиеся на первой линии иммуново-
спалительной реакции и осуществляющие основные 
эффекторные функции. В качестве КМ использовали 
смесь пептидов коллагена I типа, полученную избы-
точным протеолизом этого белка высокоочищенной 
клостридиопептидазой А. Известно, что этот фермент 
расщепляет коллаген до коротких пептидов из 3–8 ами-
нокислот, которые вполне могут сохранять биологичес-
кую активность. КМ исследовали в конечных дозиров-
ках от 1 до 1000 мг/мл.

Даже в самой высокой дозе КМ не снижали коли-
чество фагоцитирующих клеток обеих популяций. Уве-
личение данного показателя во всем исследованном 
диапазоне концентраций КМ также выявить не удалось. 
Однако ответ на вопрос о возможной стимуляции фа-
гоцитоза лейкоцитов под влиянием КМ остается от-
крытым, так как сама модель скорее рассчитана на вы-
явление нарушений фагоцитоза со знаком минус, а не 
на его стимуляцию (85–95 % фагоцитирующих клеток 
в нестимулированном контроле).

В отличие от количественного показателя фагоцита, 
качественные параметры этого процесса под действием 
КМ менялись и зависели от дозы. Так, при средних кон-
центрациях КМ (10–100 мкг/мл) существенно увеличи-
вались поглотительная и переваривающая активность 
клеток, а также продукция свободных радикалов. При 
высоких дозах КМ (1000 мкг/мл), напротив, наблюда-
лось ингибирование всех трех показателей.

С учетом современных представлений о динамике 
иммуновоспалительного процесса, полученные дан-
ные позволяют предположить, что повреждение тканей 
(инфекции, травма) приводят к локальному нарастанию 
концентрации КМ, которые при достижении опреде-
ленного уровня активируют эффекторный потенциал 
фагоцитов. Это в свою очередь способствует усилению 

очистки очага повреждения от микроорганизмов и про-
дуктов деградации тканей, что создает предпосылки для 
начала процессов регенерации. Ингибирование эффек-
торного потенциала фагоцитов при высоких концен-
трациях КМ может быть объяснено необходимостью 
ограничения деструктивных процессов (по аналогии 
с механизмом отрицательной обратной связи).

Таким образом, результаты проведенного нами ис-
следования свидетельствуют о том, что КМ проявляют 
свойства иммунорегуляторных веществ, способных 
усиливать активность клеток первичного звена проти-
воинфекционной защиты исходя из их первоначального 
функционального состояния.

Выводы
1. Во всех исследованных концентрациях КМ (10–

1000 мкг/мл) не влияют на количество фагоцитирую-
щих S. aureus макрофагов и нейтрофилов.

2. КМ усиливают бактерицидный потенциал лейко-
цитов, что выражается в увеличении поглотительной 
и переваривающей способности клеток, а также в уси-
лении клетками продукции свободных радикалов. 

3. Наиболее выраженные эффекты КМ проявляют 
в концентрациях 10–100 мкг/мл. В дозе 1000 мкг/мл КМ 
ингибируют функциональную активность лейкоцитов.
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Сопоставление трех видов клеточных тест-систем 
для оценки биологической активности агонистов 
рецептора NOD2
Федеральное государственное бюджетное учреждение «Государственный научный центр «Институт иммуно-
логии» Федерального медико-биологического агентства, 115522, г. Москва, Российская Федерация

Резюме
Введение. Агонисты рецептора NOD2 представляют собой перспективный класс ак-

тиваторов врожденного иммунитета. Актуально создание тест-систем для качественного 
и количественного определения их биологической активности.

Цель работы – сопоставить основные характеристики трех видов репортерных кле-
ток, предназначенных для оценки биологической активности агонистов NOD2: с эндо-
генной экспрессией NOD2, с временной гиперэкспрессией NOD2 и со стабильной гипер-
экспрессией NOD2.

Материал и методы. Репортерные клетки с эндогенной экспрессией NOD2 (293Luc) 
были получены путем стабильной трансфекции клеток HEK-293T геном люциферазы под 
контролем NF-κB-зависимого промотора. Клетки с временной гиперэкспрессией NOD2 
(293Luc-tNOD2) получали путем временной трансфекции клеток 293Luc плазмидой, ко-
дирующей ген NOD2 под конститутивным промотором. При длительном культивировании 
NOD2-трансфицированных клеток с селективным антибиотиком были получены клетки, 
стабильно гиперэкспрессирующие NOD2 (293Luc-stNOD2). Для каждого вида клеток были 
получены контрольные клетки, позволяющие подтверждать активацию NF-κB через рецеп-
тор NOD2. Эти клетки стимулировали 24 ч агонистом NOD2 – мурамилдипептидом (МДП); 
на выходе измеряли люциферин-зависимую хемилюминесценцию клеточных лизатов.

Результаты. Фоновый сигнал у клеток 293Luc-tNOD2 и 293Luc-stNOD2 был по-
вышен соответственно в 30 и в 170 раз по сравнению с клетками 293Luc, что указы-
вает на активацию NF-κB в отсутствие агониста. В то же время предел количествен-
ного определения МДП в среде у клеток 293Luc-stNOD2 был на порядок меньше, чем 
у 293Luc (1,6 и 20 нМ соответственно). У систем с использованием клеток 293Luc и 
293Luc-stNOD2 отмечались приемлемые значения правильности и повторяемости,  тогда 
как клетки 293Luc-tNOD2 характеризовались неудовлетворительной повторяемостью, 
а также требовали повышенного расхода реактивов и рабочего времени.

Заключение. Клеточные линии 293Luc и 293Luc-stNOD2 могут использоваться 
для определения биологической активности агонистов рецептора NOD2.
Ключевые слова: NOD2; мурамилдипептид; NF-κB; люцифераза; врожденный иммунитет
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Введение
Активаторы врожденного иммунитета представляют 

большой интерес как средства профилактики и лечения 
инфекционных заболеваний человека. Одной из наи-
более разработанной в фармакологическом отношении 
групп этих препаратов являются агонисты рецептора 
NOD2 врожденной иммунной системы. Базовым аго-
нистом этого рецептора является фрагмент бактери-
ального пептидогликана – мурамилдипептид (МДП, 
или N-ацетил-D-мурамил-L-аланил-D-изоглутамин) [1]. 
В России из этой группы препаратов наиболее хорошо 
известен глюкозаминилмурамилдипептид (ГМДП, 
или N-ацетил-D-глюкозаминил-N-ацетил-D-мурамил-
L-аланил-D-изоглутамин) [2]. В мире группа NOD2-
агонистов представлена также препаратами мурабутид, 
ромуртид и мифамуртид [3–5]. Ведутся разработки 
других, более эффективных, агонистов, а также анта-
гонистов рецептора NOD2 [6–8], что требует создания 
надежных, информативных и удобных в применении 
тест-систем для оценки биологической активности 
и фармакокинетики вновь создаваемых соединений.

Большинство рецепторов врожденного иммунитета, 
в том числе NOD2 и его ближайший родственник NOD1, 
передают сигнал в ядро при помощи факторов транс-
крипции семейства NF-κB [9, 10]. Поэтому для оценки 
биологической активности различных активаторов 
врожденного иммунитета используются репортерные 
клеточные линии, в которых измеряемым параметром 
является NF-κB-зависимая экспрессия репортерного 
белка, например люциферазы, щелочной фосфатазы 
или зеленого флюоресцентного белка. Для введения 
в клетки репортерных генов, регулируемых NF-κB-
зависимым промотором, используют плазмидные или 
вирусные векторы. Трансфекция репортерными кон-
струкциями может быть временной (делается в каждом 
эксперименте, что повышает трудозатраты и снижает 
воспроизводимост ь) или стабильной. Последний вари-
ант реализован в виде репортерных клеточных линий, 
созданных, в частности, фирмой Invivogen (США).

Для придания системе специфичности в отноше-
нии кон кретного рецептора, как правило, прибегают 
к временной или стабильной гиперэкспрессии данного 

Abstract 
Introduction. NOD2 receptor agonists are a promising class of activators of innate im-

munity. Test systems for qualitative and quantitative measurements of their biological activity 
are required.

Aim – to compare main characteristics of three reporter cell types devised to assess biologi-
cal activity of NOD2 agonists: cells with endogenous NOD2 expression, with transient NOD2 
overexpression, with stable NOD2 overexpression.

Material and methods. Reporter cells with endogenous NOD2 expression (293Luc) were 
obtained by stably transfecting HEK-293T cells with luciferase reporter gene under an NF-
κB-dependent promoter. Cells with transient NOD2 overexpression (293Luc-tNOD2) were 
obtained by transiently transfecting 293Luc cells with a plasmid encoding NOD2 gene under 
a constitutive promoter. Cells with stable NOD2 overexpression (293Luc-stNOD2) were ob-
tained by prolonged culture of NOD2-transfected cells with selective antibiotic. For each cell 
type, control cells were created enabling to confi rm NOD2-dependent NF-κB activation. Cells 
were stimulated for 24 h with a NOD2 agonist, muramyl dipeptide (MDP); as the readout, 
luciferin-dependent chemiluminescence of cell lysates was measured.

Results. Background signal in 293Luc-tNOD2 and 293Luc-stNOD2 was, respectively, 30 and 
170 times higher than in 293Luc cells, pointing at NF-κB activation in the absence of NOD2 ago-
nists. At the same time, limit of quantitation of MDP by 293Luc-stNOD2 cells was an order of 
magnitude lower than by 293Luc cells (1.6 nM and 20 nМ, respectively). Systems based on 293Luc 
and 293Luc-stNOD2 cells possessed acceptable accuracy and repeatability, 293Luc-tNOD2 cells 
showed unsatisfactory repeatability as well as increased time and reagent consumption.

Conclusion. 293Luc and 293Luc-stNOD2 cell lines can be used to measure biological ac-
tivity of NOD2 receptor agonists.
Keywords: NOD2; muramyl dipeptide; NF-κB; luciferase; innate immunity

Received  15.05.2020.   Accepted 16.06.2020. 

For citation:  Dagil Yu.A., Pashenkov M.V. A comparison of three types of cell-based test systems for the assessment 
of biological activity of NOD2 receptor agonists. Immunologiya. 2020; 41 (4): 304–11. DOI: https://doi.org/
10.33029/0206-4952-2020-41-4-304-311 (in Russian)

Funding. The work was performed in the framework of the State task «Study of approaches to the creation of 
immunotropic drugs» (cipher: Approach-16), contracts No 388-00049-16 from 25.01.2016, 388-03-108 from 
30.01.2017, 388-03-2018-179 from 1.02.2018, 388-03-2019-110 from 8.02.2019, No 388-02-2020-008 from 
15.01.2020.

Confl ict of interests. The authors declare no confl ict of interests. 

For correspondence
Mikhail V. Pashenkov – 
MD, Acting Head of the 

Laboratory of Clinical Immunology, 
NRC Institute of Immunology 

FMBA of Russia, 
Moscow, Russian Federation

E-mail: mvpashenkov@yandex.ru
https//orcid.org/0000-0002-6995-1790



306

Иммунология ■ Том 41 ■ № 4 ■ 2020

Врожденный иммунитет   

рецептора, для чего используют векторные конструк-
ции, в которых экспрессия интересующего рецептора 
регулируется конститутивно активным промотором. 
Однако гиперэкспрессия рецептора может приводить 
к нежелательным последствиям, в частности к акти-
вации NF-κB в отсутствие специфических агонистов 
[9, 10]. Кроме того, репортерные клетки экспрессируют 
эндогенные рецепторы врожденного иммунитета, что 
в ряде случаев может затруднять интерпретацию ре-
зультатов. Альтернативным подходом является исполь-
зование эндогенной экспрессии интересующего рецеп-
тора репортерными клетками, без его искусственной 
гиперэкспрессии; специфичность таких систем кон-
тролируют созданием вариантов репортерных клеток 
с нокдауном или нокаутом данного рецептора.

В данной работе мы сравнили ключевые характерис-
тики трех видов репортерных клеток, предназначенных 
для оценки биологической активности агонистов NOD2: 
1) с использованием эндогенной экспрессии NOD2; 2) 
с использованием временной гиперэкспрессии NOD2; 
3) с использованием стабильной гиперэкспрессии 
NOD2. Все три вида клеток получены на основе клеточ-
ной линии HEK-293T, стабильно трансфицированной 
репортерным геном люциферазы под контролем NF-
κB-зависимого промотора. Вариант 2 характеризуется 
наибольшими разбросами измеряемого показателя (хе-
милюминесценции) в пределах опыта, а также требует 
наибольших затрат времени и реактивов. Варианты 1 
и 3 характеризуются хорошей вопроизводимостью 
и взаимно дополняют друг друга с точки зрения эффек-
тивного диапазона концентраций агониста, что позво-
ляет применять их как для качественных, так и для коли-
чественных исследований агонистов NOD2-рецептора.

Материал и методы
Плазмиды и реактивы. Использовали следую-

щие плазмиды: 1) pGL4.32[luc2P/NF-kB-RE/Hygro], 
кодирующую репортерный ген люциферазы (luc2P) 
под контролем NF-κB-зависимого промотора (Pro-
mega, США); 2) pUNO-hNOD2a, кодирующую ген 
NOD2 человека под контролем конститутивного про-
мотора (Invivogen, США); 3) контрольную плаз-
миду pcDNA3.1 (Life Technologies, Великобритания); 
4) pcDNA3.3-Cas9n, кодирующую Cas9-никазу (Cas9n) 
[11]; 5) плазмиды pKS-gRNA-NOD2.1 и pKS-gRNA-
NOD2.2, таргетирующие два близлежащих сайта в гене 
NOD2 человека [12]; 6) плазмиды pKS-gRNA-NOD1.1 
и pKS-gRNA-NOD1.2, таргетирующие два близлежащих 
сайта в гене NOD1 человека [12]. N-ацетилмурамил-L-
аланил-D-изоглутамин (МДП) и бластицидин S бы-
ли приобретены у фирмы Invivogen, липофектамин 
2000, гигромицин B и рекомбинантный фактор не-
кроза опухолей (ФНО) человека – у Life Technologies. 
N-ацетил-D-глюкозаминил-N-ацетил-D-сорбито-
ламинил-D-лактоил-L-аланил-D-изоглутамил-мезо-
диаминопимелиновая кислота (ГС-триДАП) была полу-
чена, как описано ранее [12] и любезно предоставлена 
к.х.н. В.Л. Львовым (Институт иммунологии).

Получение репортерных клеток, содержащих 
ген люциферазы под контролем NF-κB-зависимого 
промотора. Клетки HEK293T культивировали в среде 
DMEM («Панэко», Российская Федерация) с до-
бавлением 2 мМ L-глутамина (Sigma, США) и 10 % 
инактивированной фетальной телячьей сыворотки 
(PAA, Австрия). Клетки трансфицировали плазмидой 
pGL4.32[luc2P/NF-kB-RE/Hygro] в комплексе с липо-
фектамином 2000 согласно инструкции производителя. 
Селекцию стабильных трансфектантов выполняли 
в присутствии 200 мкг/мл гигромицина B (Life Tech-
nologies). Полученную клеточную линию, названную 
293Luc, далее вели с указанной концентрацией гигро-
мицина B, пассируя 2–3 раза в нед.

Получение клеток 293Luc со стабильной гиперэк-
спрессией NOD2. Экспоненциально растущие клетки 
293Luc высевали в 24-луночный планшет по 105 на 
лунку. По достижении конфлюэнтности 50 % (примерно 
2 · 105 клеток на лунку) клетки трансфицировали плаз-
мидой pUNO-hNOD2a в дозе от 4 · 104 до 4 копий плаз-
миды на клетку в комплексе с липофектамином 2000. 
Через 2 дня начинали селекцию стабильных трансфек-
тантов в присутствии гигромицина B и бластицидина S 
(10 мкг/мл). Минимальное количество плазмиды, при 
котором клетки приобретали резистентность к бласти-
цидину S, составило 400 копий на клетку. Клеточная 
линия, трансфицированная указанной дозой плазмиды 
и стабильно растущая в присутствии гигромицина B 
и бластицидина S на 21-й день после трансфекции, была 
названа 293Luc-stNOD2 (stable NOD2). Полученная кле-
точная линия является аналогом клеточной линии HEK-
BlueTM hNOD2 (Invivogen).

Получение вариантов клеток 293Luc с нокаутом 
генов NOD2 и NOD1. Для нокаутирования генов ис-
пользовали технологию CRISPR-Cas9 [12, 13]. Вкратце, 
клетки 293Luc котрансфицировали плазмидами 
pcDNA3.3-Cas9n и двумя плазмидами, таргетирующими 
ген NOD2 или NOD1. Через 3 суток трансфицированные 
клетки пересевали для получения клеточных клонов. 
Через 3 нед собирали клоны, среди которых отбирали 
те, у которых отсутствовал ответ на специфический 
агонист нокаутируемого рецептора при сохранности от-
вета на ФНО. Наличие изменений геномных последова-
тельностей генов NOD2 и NOD1 в отобранных клонах 
подтверждали путем секвенирования по Сэнгеру. В ра-
боте использовали по одному клону с нокаутом NOD2 
и NOD1 (293Luc-ΔNOD2 и 293Luc-ΔNOD1).

Стимуляция клеток 293Luc и их вариантов с но-
каутом гена NOD2 и со стабильной гиперэкспрессией 
NOD2. Клетки высевали в плоскодонные 96-луночные 
планшеты (SPL Life Sciences, Республик  а Корея) по 104 
клеток на 100 мкл на лунку. Через 48 ч, когда монослой 
достигал коэнфлюэнтности 70–80 %, добавляли МДП 
в необходимой конечной концентрации либо рекомби-
натный ФНО человека в конечной концентрации 100 
нг/мл (положительный контроль). В лунки отрицатель-
ного контроля добавляли DMEM в том же объеме. Все 
стимуляции делали в дублях или триплетах. Еще через
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24 ч в лунки добавляли лизирующий субстрат Bright-
Glo (Promega), полученные клеточные лизаты перено-
сили в 96-луночные планшеты из белого пластика (SPL 
Life Sciences) и измеряли люциферазную активность 
(хемилюминесценцию) на приборе Lucy II (Anthos, 
Австрия). Результаты выражали в относительных све-
товых единицах (ОСЕ). Для корректного сравнения экс-
периментов результаты нормализовали, принимая ответ 
данного вида клеток на ФНО в каждом эксперименте за 
100 %.

Временная гиперэкспрессия NOD2 в клетках 
293Luc в сочетании со стимуляцией МДП. Клетки 
с временной гиперэкспрессией NOD2 ниже называются 
293Luc-tNOD2 (transient NOD2). Методика описана 
в других работах [14]. 96-луночные планшеты с клет-
ками 293Luc готовили, как описано выше. В день экс-
перимента готовили комплексы, содержащие: 1) тре-
буемое количество МДП (контроль – среда без МДП); 
2) плазмиду pUNO-hNOD2a в количестве 2 нг/лунку 
или примерно 1,0–1,5 · 104 копий на клетку (контроль – 
плазмида pcDNA3.1, 2 нг/лунку); 3) липофектамин 
2000 (0,4 мкл/лунку). Комплексы добавляли к клеткам 
в течение 10–15 мин после приготовления. В качестве 
положительного контроля использовали ФНО. Через 
24 ч измеряли люциферазную активность, как описано 
выше.

Анализ данных. Отношение сигнала к шуму рас-
считывали как отношение ОСЕ в лунках с агонистами 
(МДП или ФНО) к OCE в лунках без агонистов (фон). 
Предел количественного определения (ПКО) устанав-
ливали путем анализа образцов, не содержащих МДП 
и содержащих низкие концентрации МДП, все в 6 по-
вторностях. ПКО определяли как наименьшую кон-
центрацию МДП, при которой получаемый сигнал еще 
удовлетворял следующим 3 критериям [15]: 1) сигнал 
в любой из 6 лунок с данной концентрацией МДП дол-
жен быть выше, чем M + 1,645σ фонового сигнала; 
2) наличие высокодостоверного отличия сигнала при 
данной концентрации МДП от фонового сигнала 
(p < 0,001 при использовании t-критерия Стьюдента); 
3) коэффициент вариации сигнала при данной кон-
центрации МДП – не более 20 %. Правильность и по-
вторяемость оценивали путем 6-кратного определения 

концентрации МДП в растворе, содержащем известное 
количество МДП. Правильность рассчитывали как M ± σ 
относительного отклонения измеренной концентрации 
МДП от фактической, выраженного в процентах. Повто-
ряемость (сходимость) оценивали по коэффициенту ва-
риации измеренной концентрации МДП (в процентах). 
Для статистического анализа использовали t-критерий 
Стьюдента.

Результаты

Базальные и индуцированные показатели 
хемилюминесценции у трех видов репортерных 
клеток. Отношение полезного сигнала к шуму

На рисунке и в табл. 1 показаны базальн  ые и инду-
цированные показатели хемилюминесценции клеток 
293Luc, 293Luc-tNOD2 и 293Luc-stNOD2.

Фоновый сигнал у клеток 293Luc-tNOD2 был при-
мерно в 30 раз выше, а у клеток 293Luc-stNOD2 – в 170 раз 
выше, чем у клеток 293Luc (см. табл. 1). Таким образом, 
гиперэкспрессия NOD2 приводит к резкому повыше-
нию фоновой (в отсутствие специфического агониста) 
активации NF-κB.

ФНО индуцировал примерно одинаковую люцифе-
разную активность во всех трех типах клеток (см. табл. 1). 
Однако, поскольку фоновые сигналы резко различались, 
отношение сигнала к шуму при стимуляции ФНО у кле-
ток 293Luc составило 2450 ± 820, тогда как у клеток 
293Luc-tNOD2 – 137 ± 91, а у клеток 293Luc-stNOD2 – 
всего 12,2 ± 3,7.

Зависимость ответа от логарифма концентрации 
МДП у клеток 293Luc, экспрессирующих эндогенный 
NOD2, носила характер сигмоидной функции (рису-
нок А). Верхнее плато ответа на МДП у клеток 293Luc 
не превышало 5 % от ответа на ФНО, EC50 составила 
0,18 ± 0,05 мкМ (lgEC50 = -0,77 ± 0,14). Однако в связи 
с низкой базальной хемилюминесценцией клетки 
293Luc характеризовались наибольшими среди трех ви-
дов клеток отношениями полезного сигнала к шуму при 
ответе на МДП (см. табл. 1).

У клеток 293Luc-stNOD2 кривая ответа на МДП 
имела колоколообразную форму (см. рисунок Б). Мак-
симум ответа на МДП, составляющий > 50 % ответа 

Таблица 1. Функциональные свойства клеток 293Luc, 293Luc-tNOD2 и 293Luc-stNOD2*

Агонист Показатель (ед. измерения) 293Luc 293Luc-tNOD2 293Luc-stNOD2
– Сигнал (ОСЕ) 6,6 ± 2,9 201 ± 182 1109 ± 504
ФНО
(100 нг/мл)

Сигнал (ОСЕ) 15036 ± 3482 15299 ± 1599 12359 ± 2864
ОСШ 2450 ± 820 137 ± 91 12,2 ± 3,7

МДП
(100 нМ)

Сигнал (ОСЕ) 140 ± 69 1800 ± 978 9975 ± 3173
ОСШ 22,7 ± 9,8 11,3 ± 6,6 10,4 ± 5,1

МДП
(1 мкМ)

Сигнал (ОСЕ) 409 ± 212 2011 ± 616 1143 ± 170
ОСШ 64,6 ± 31,8 16,8 ± 11,3 1,46 ± 0,52

МДП Log10EC50 -0,77 ± 0,14 -1,64 ± 0,25 -1,68 ± 0,15
МДП Предел количественного определения (мкМ) 0,02 ≤ 0,02 0,0016

Примечание. * – значения средних и стандартных отклонений рассчитаны по результатам 7‒15 независимых экспериментов; 
ОСШ ‒ отношение сигнала к шуму; ФНО – фактор некроза опухоли; здесь и в табл. 2: МДП – мурамилдипептид.
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на ФНО, достигался при концентрации около 0,1 мкМ. 
При дальнейшем повышении концентрации МДП от-
вет падал, так что при концентрациях свыше 1 мкМ 
уровни хемилюминесценции были даже ниже базаль-
ного, что может быть обусловлено истощением пу-
лов сигнальных молекул при гиперактивации NOD2. 
Левая часть кривой «доза–ответ» аппроксимирова-
лась сигмоидной функцией (рисунок Б), причем EC50 
была примерно на порядок ниже, чем у клеток 293Luc 
(EC50  = 0,021 ± 0,008 мкМ, log10EC50 = -1,68 ± 0,15; 
см. табл. 1). Отношения сигнала к шуму у клеток 

293Luc-stNOD2 были существенно ниже, чем у клеток 
293Luc, за счет как более высокой базальной хемилю-
минесценции, так и аутоингибирования сигнала при 
высокой концентрации МДП.

Клетки 293Luc-tNOD2 занимали промежуточное 
положение по указанным показателям (см. табл. 1). 
При наиболее высокой исследованной концентрации 
МДП (2,5 мкМ) тоже отмечалась тенденция к ауто-
ингибированию сигнала, хотя и не столь выражен-
ная, как у клеток 293Luc-stNOD2 (рисунок В). Также 
у клеток 293Luc-tNOD2 обращают на себя внимание 

Примеры ответов клеток 293Luc, 293Luc-tNOD2 и 293Luc-stNOD2, а также соответствующих контрольных клеток на агонисты 
NOD-рецепторов. 
А – ответ клеток 293Luc и контрольных клеток 293Luc-ΔNOD2 на мурамилдипептид (МДП); Б – ответ клеток 293Luc-stNOD2 
и контрольных клеток 293Luc на МДП; В – ответ на МДП клеток 293Luc-tNOD2 и контрольных клеток 293Luc, трансфици-
рованных плазмидой pcDNA3.1; Г – ответ клеток 293Luc, 293Luc-ΔNOD2 и 293Luc-ΔNOD1 на ГС-триДАП; Д – ответ клеток 
293Luc-stNOD2 и контрольных клеток 293Luc на ГС-триДАП. На всех графиках показаны результаты 1 репрезентативного 
эксперимента из не менее чем 3 для каждой серии (M±σ по 3 повторностям в каждом эксперименте). На графиках А, Б, В 
и Д пунктирной линией отмечена средняя фоновая хемилюминесценция опытных клеток, точечно-пунктирной линией – средняя 
ФНО-индуцированная хемилюминесценция опытных клеток.
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большие стандартные отклонения сигнала в пределах 
опыта, что указывает на низкую воспроизводимость 
методики.

Предел количественного определения
Предел количественного определения МДП соста-

вил у клеток 293Luc – 20 нМ, у клеток 293Luc-stNOD2 – 
1,6 нМ (см. табл. 1). Для клеток 293Luc-tNOD2 этот по-
казатель не был точно определен, он находился в диа-
пазоне 4–20 нМ.

Специфичность
Как любые другие клетки, клеточная линия 

HEK293T и ее модифицированные варианты экспресси-
руют не только NOD2, но и другие паттерн-распознаю-
щие рецепторы, стимуляция которых может приводить 
к активации NF-κB. В связи с этим необходима проверка 
специфичности сигнала, получаемого под действием 
исследуемых соединений.

При использовании линии 293Luc контролями специ-
фичности служат варианты этой клеточной линии 
с нокаутами генов NOD2 и других паттерн-распознаю-
щих рецепторов. Например, клетки с нокаутом NOD2 
(293Luc-ΔNOD2) не отвечают на МДП в концентра-
циях вплоть до 50 мкМ (см. рисунок А). Тем самым 
подтверждается, что МДП активирует NF-κB в клетках 
293Luc исключительно через рецептор NOD2. Для срав-
нения, другое вещество мурамилпептидной природы, 
ГС-триДАП, тоже вызывает активацию NF-κB в клет-
ках 293Luc, но эта активность сохраняется в клетках 
293Luc-ΔNOD2 и исчезает в клетках 293Luc-ΔNOD1 
с нокаутом гена NOD1, что указывает на избиратель-
ность ГС-триДАП по отношению к рецептору NOD1 
(см. рисунок Г). 

Контролем для клеток 293Luc-stNOD2 служат клетки 
293Luc. Как было отмечено выше, клетки 293Luc-
stNOD2 отвечают на МДП в концентрациях на порядок 
ниже, чем клетки 293Luc, что подтверждает активность 
МДП по отношению к рецептору NOD2 (см. рисунок Б). 
Вещество ГС-триДАП, являющееся агонистом NOD1, 
тоже активирует NF-κB и в клетках 293Luc, и в клет-
ках 293Luc-stNOD2 (см. рисунок Д). Однако EC50 для 
ГС-триДАП в клетках 293Luc-stNOD2 даже несколько 
выше, чем в клетках 293Luc (в опыте на рисунке Д – 
2,54 мкМ и 1,43 мкМ соответственно). Следовательно, 
активация NF-κB в клетках 293Luc-stNOD2 под дей-
ствием ГС-триДАП не обусловлена активацией NOD2.

Правильность и повторяемость 
Для оценки правильности и повторяемости методик 

исследовали одно и то же разведение МДП в 6 повтор-
ностях (расчетная конечная концентрация МДП в среде 
составляла 100 нМ в случае клеток 293Luc и 293Luc-
tNOD2 и 10 нМ в случае 293Luc-stNOD2), после чего 
по калибровочным кривым рассчитывали концентра-
цию МДП в среде. Как видно из табл. 2, клетки 293Luc 
и 293Luc-stNOD2 позволяли правильно определять 
концентрацию МДП в среде при достаточно хорошей 
повторяемости. В то же время клетки 293Luc-tNOD2 

характеризовались неудовлетворительной повторяемо-
стью, о чем свидетельствует высокий коэффициент ва-
риации.

Обсуждение
NOD2-репортерные клеточные линии могут ис-

пользоваться для решения нескольких задач: 1) фун-
даментальные исследования рецептора NOD2, в част-
ности изучение его сигнальных путей; 2) изучение 
биологической активности вновь создаваемых агонистов 
и антагонистов NOD2, а также контроль качества про-
изводственных партий этих групп препаратов; 3) опре-
деление содержания агонистов NOD2 в биологических 
жидкостях. Различия свойств полученных клеточных 
линий определяют их сферы применения. Ниже мы ис-
ключаем из сравнения клетки 293Luc-tNOD2 с времен-
ной гиперэкспрессией NOD2, поскольку данная модель 
является наиболее затратной с точки зрения рабочего 
времени и расходных материалов и обладает наихудшей 
воспроизводимостью.

Изучение сигнальных путей рецептора NOD2. 
Клетки 293Luc характеризуются естественной экс-
прессией рецептора NOD2, низкой фоновой активацией 
NF-κB, а также высоким отношением сигнала к шуму 
при стимуляции классическим агонистом NOD2 (МДП), 
что позволяет использовать их для изучения сигнальных 
путей рецептора NOD2, например путем нокаутирова-
ния или ингибирования известных или предполагаемых 
компонентов сигнальных путей. Клетки 293Luc-stNOD2 
менее пригодны для этой цели, поскольку избыточная 
экспрессия белка NOD2 может приводить к его неесте-
ственным взаимодействиям с другими белками, иска-
жая естественную картину NOD2-зависимой передачи 
сигнала. Проявлением этого может служить высокая 
фоновая активация NF-κB в клетках 293Luc-stNOD2 
в отсутствие специфического агониста, что уже было 
описано в литературе [9, 10].

Изучение биологической активности агонистов 
и антагонистов NOD2. Для определения биологичес-
кой активности агонистов NOD2 пригодны обе клеточ-
ные линии. Хотя антагонисты NOD2 в работе не изуча-
лись за неимением коммерчески доступных соединений 
этого класса, есть основания для предположения, что 
и этот класс соединений может быть изучен с помощью 
полученных клеточных линий. Однако необходимо 
учитывать, что избыточная чувствительность клеток 
293Luc-stNOD2 к агонистам NOD2 способна приво-
дить к искажению показателей активности изучаемых 
соединений, в связи с чем требуется перепроверка 
данных, полученных с помощью 293Luc-stNOD2, на 
клетках 293Luc с естественной экспрессией NOD2, ко-
торая сопоставима с экспрессией NOD2 в макрофагах 
человека [12].

Определение агонистов NOD2 в биологических 
жидкостях. Как клетки 293Luc, так и клетки 293Luc-
stNOD2 могут в перспективе быть использованы для 
количественного определения агонистов NOD2 в био-
логических жидкостях, например при фармакокине-
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тических исследованиях. Оба вида клеток характе-
ризуются приемлемыми показателями правильности 
и повторяемости. Предел определения МДП у клеток 
293Luc и 293Luc-stNOD2 сопоставим или лучше, чем 
у систем, основанных на высокоэффективной жид-
костной хроматографии и хромато-масс-спектрометрии 
[16–18]. Хотя полезный диапазон каждой клеточной ли-
нии сравнительно невелик (20 нМ – 1 мкМ для клеток 
293Luc, 1,6 нМ – 100 нМ для клеток 293Luc-stNOD2), 
параллельное тестирование образцов на двух клеточ-
ных линиях позволяет расширить его примерно до трех 
порядков. При использовании клеток 293Luc-stNOD2 
возможно ошибочное занижение концентрации агони-
ста, обусловленное колоколообразной зависимостью 
ответа от концентрации у клеток 293Luc-stNOD2, тогда 
как параллельное тестирование образцов на клет-
ках 293Luc-stNOD2 и 293Luc позволит избежать этой 
ошибки, поскольку у клеток 293Luc отсутствует ауто-
ингибирование сигнала вплоть до концентрации МДП 
50 мкМ (данные не представлены).

Выводы
1. В работе получены репортерные клеточные ли-

нии с естественной экспрессией, с временной гиперэк-

спрессией и со стабильной гиперэкспрессией рецептора 
NOD2, а также соответствующие контрольные линии.

2. Полученные клеточные линии позволяют оцени-
вать биологическую активность агонистов рецептора 
NOD2, а также могут быть использованы для других 
исследований, связанных с активацией этого рецептора. 
Наилучшими характеристиками по правильности и по-
вторяемости обладают клеточные линии с естественной 
экспрессией NOD2 (293Luc) и со стабильной гиперэкс-
прессией NOD2 (293Luc-stNOD2).

3. Нижний предел количественного определения 
мурамилдипептида у клеточной линии с 293Luc со-
ставляет 20 нМ, у клеточной линии 293Luc-stNOD2 – 
1,6 нМ. Диапазон измеряемых концентраций МДП при 
параллельном использовании двух клеточных линий ва-
рьирует от 1,6 до 1 мкМ.
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аденовируса человека 5-го серотипа, экспрессирующего 
ген гликопротеина G вируса бешенства вакцинного 
штамма РВ-97
1  Федеральное государственное бюджетное учреждение «Национальный исследовательский центр эпидемио-
логии и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения Россий-
ской Федерации, 123098, г. Москва, Российская Федерация 

2  Федеральное государственное бюджетное учреждение «Государственный научный центр «Институт иммуно-
логии» Федерального медико-биологического агентства, 115522, г. Москва, Российская Федерация

3  Федеральное автономное образовательное учреждение высшего образования Первый Московский государ-
ственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Министерства здравоохранения Российской Феде-
рации (Сеченовский университет), 119991, г. Москва, Российская Федерация
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Резюме
Введение. Бешенство – это острое инфекционное заболевание, общее для человека 

и животных. Для профилактики заболевания до контакта с возбудителем применяется 
предэкспозиционная профилактическая вакцинация (ПрЭП) групп риска. В России для 
этой цели применяются классические инактивированные культуральные вакцины. Дан-
ные вакцины обладают высокой эффективностью, однако могут вызывать сильные по-
бочные реакции и требует многократного введения. Поэтому актуальной является разра-
ботка новых безопасных антирабических вакцин, позволяющих добиться протективного 
эффекта при однократной вакцинации.

Цель исследования – создание репликативно-дефектного вирусного вектора на ос-
нове рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа, несущего ген гликопротеина 
G вируса бешенства, и изучение его протективных и иммуногенных свойств при имму-
низации лабораторных мышей.

Материал и методы. Рекомбинантный аденовирус был получен с помощью 
набора AdEazy Adenoviral vector system (Stratagen, США). Для оценки защитных 
свойств и иммуногенности аденовируса Ad5-RV97 мыши линии BALB/c были им-
мунизированы однократно внутримышечно. Гуморальный иммунный ответ изучали 
с помощью реакции флуоресцентной вирус-нейтрализации, Т-клеточный ответ – 
с помощью метода ELISpot.

Результаты. Рекомбинантный аденовирус Ad5-RV97 показал 100 % защиту лабора-
торных мышей от заражения вирусом бешенства. Уже на 14-й день после иммунизации 
у животных зафиксированы высокие уровни вирус-нейтрализующих антител, продолжа-
ющие расти вплоть до 42-го дня после иммунизации. Был обнаружен значимый уровень 
спленоцитов (как CD4+-, так и CD8+-клеток), продуцирующих ИФН-γ в ответ на стиму-
ляцию антигеном. 

Заключение. Полученные данные позволяют расценивать аденовирус Ad5-RV97 
в качестве основы для создания кандидатной антирабической вакцины, которая может 
применяться для ПрЭП различных групп риска.
Ключевые слова: вирус бешенства; рекомбинантный аденовирус человека 5-го серотипа; антирабическая вак-
цина; гуморальный иммунный ответ; клеточный иммунный ответ
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Abstract
Introduction. Rabies is an acute infectious disease common to both humans and animals. 

To prevent the disease before contact with the pathogen, pre-exposure prophylactic vaccination 
(PrEP) of risk groups is used. The classic inactivated culture anti-rabies vaccines are used 
for immunization of risk groups in Russia. These vaccines are highly effective, but can cause 
severe adverse reactions and requires a multiple administration. Therefore, it is relevant to 
develop new safe rabies vaccines to achieve a protective effect with a single administration. 

The aim of our study was to create replication-defective recombinant human adenovirus 
serotype 5, that carries the gene for glycoprotein G rabies virus, and to study its protective and 
immunogenic properties in immunizing laboratory mice. 

Material and methods. Recombinant adenovirus was obtained using the kit AdEazy 
Adenoviral vector system (Stratagen, USA). To evaluate the protective properties and 
immunogenicity of Ad5-RV97 BALB/c mice were immunized once intramuscularly. The 
humoral immune response was studied using the fl uorescent virus neutralization reaction, the 
T-cell response using the ELISPOT method.

Results. Recombinant adenovirus Ad5-RV97 was 100 % protection against rabies viruses. 
Within 14 days after immunization, high level of virus-neutralizing antibodies was reported, 
which continue to grow up until day 42 after immunization. Signifi cant level of splenocytes 
(both CD4+- and CD8+-cells) producing IFN-γ in response to antigen stimulation was detected.

Conclusion. The data obtained allow us to consider Ad5-RV97 as the basis for creating 
a candidate rabies vaccine, which can be used to treat various risk groups.
Keywords: rabies virus; recombinant human adenovirus serotype 5; rabies vaccine; humoral immune response; 
cellular immune response
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Введение
Бешенство – это острое инф екционное заболева-

ние, общее для человека и животных, вызываемое 
РНК-содержащим вирусом рода Lyssavirus, семейства 
Rhabdoviridae. Заболевание проявляется нарушениями 
функций нервной системы, энцефаломиелитами и ха-
рактеризуется практически абсолютной летальностью. 
Заболевание регистрируется чаще среди диких и до-
машних плотоядных животных, которые являются ос-
новным его переносчиком. Путь передачи бешенства 
человеку связан с укусом или попаданием слюны боль-
ного животного на поврежденные кожные покровы или 
слизистые оболочки [1].

Для профилактики заболевания до контакта с воз-
будителем применяется предэкспозиционная профи-
лактическая вакцинация (ПрЭП) групп риска (лица, 
подверженные профессиональному риску, и путеше-
ственники). На территории РФ используются класси-
ческие инактивированные вакцины: концентрирован-
ная очищенная культуральная антирабическая вакцина 
(КОКАВ), культуральная антирабическая вакцина Раби-
пур®, культуральная антирабическая вакцина Рабивак-
Внуково-32® и культуральная антирабическая вакцина 
производства ФГБНУ «Федеральный научный центр 
исследований и разработки иммунобиологических пре-
паратов им. М.П. Чумакова» РАН. Данные вакцины 
обладают высокой эффективностью, однако во мно-
гих случаях их применение связано с риском развития 
аллергических и побочных реакций. Кроме того, они 
имеют многоразовую схему введения, что часто приво-
дит к неполному прохождению курса иммунизаций [2]. 
Еще одним существенным недостатком этих вакцин 
является необходимость работы с живыми штам-
мами вируса бешенства в процессе их производства. 
Это существенно усложняет производственный процесс 
и требует обеспечения высокого уровня биологической 
безопасности. Также производство инактивированных 
антирабических вакцин осуществляется с использова-
нием первичных культур клеток животных, а такой спо-
соб характеризуется высокой трудоемкостью и низкой 
технологичностью [3].

В настоящее время разрабатываются новые подходы 
к созданию антирабических вакцин. К ним относится 
в том числе применение плазмидных и вирусных век-
торов, доставляющих в клетки организма гены целевых 
антигенов вируса [4, 5]. Основным целевым антигеном 
вируса бешенства является поверхностный гликопро-
теин G. Антитела, вырабатываемые к гликопротеину G, 
обладают нейтрализующей активностью и способны за-
щитить организм от развития болезни.  

Одним из наиболее популярных вирусных векторов, 
применяемых для создания рекомбинантных вакцин, 
является аденовирус человека 5-го серотипа. Рекомби-
нантный аденовирус 5-го серотипа (рАд5) обеспечи-
вает высокий уровень экспрессии целевого трансгена 
в клетке-мишени, индуцирует высокие уровни как гу-
морального, так и клеточного иммунного ответа [6], 
он показал свою безопасность во множестве клиничес-

ких испытаний [7]. Получение рАд5 проводят в пере-
виваемых культурах клеток, поэтому при производстве 
нет необходимости в работе с первичными клеточными 
культурами.

В настоящее время в Канаде и США для вакцинации 
диких животных успешно применяются вакцины на ос-
нове репликативно-компетентного рАд5, несущего ген 
гликопротеина G вируса бешенства. Так, ветеринарная 
вакцина ONRAB® показала себя высокоэффективной 
при иммунизации множества видов диких плотояд-
ных [8]. Таким образом, перспективным с точки зрения 
создания новых безопасных и эффективных антираби-
ческих вакцин является применение рАд5 в качестве 
средства доставки генов антигенов вируса бешенства 
в организм. 

Цель нашей работы – создание репликативно-де-
фектного вирусного вектора на основе рАд5, несущего 
ген гликопротеина G вируса бешенства, и изучение его 
защитных и иммуногенных свойств.

Материал и методы
Мыши. В работе были использованы самки мышей 

линии BALB/c с массой тела 12–15 г (НПП «Питом-
ник лабораторных животных» ФИБХ РАН, Российская 
Федерация). Животных содержали в виварии ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России со-
гласно действующим правилам [9]. Эвтаназию живот-
ных проводили в соответствии с Европейской директи-
вой 2010/63 с помощью углекислого газа [10].

Вирусные штаммы. Для оценки гуморального им-
мунного ответа, а также защитного действия реком-
бинантного аденовируса использовали вирус бешен-
ства CVS-11 (фиксированный лабораторный штамм), 
полученный из ФГБУ «ВГНКИ» Россельхознадзора, 
г. Москва.

Клеточные культуры. Для постановки реакции ви-
рус-нейтрализации была использована культура клеток 
ВНК-21 С13 (клетки почки новорожденного сирийского 
золотого хомячка). Для получения и наращивания рАд5 
использовали культуру клеток 293-НЕК (клетки эмбрио-
нальной почки человека). Клеточные культуры был по-
лучены из Коллекции клеточных культур лаборатории 
культур тканей подразделения Институт вирусологии 
им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гама-
леи» Минздрава России, г. Москва.

Филогенетический анализ и методы построения 
третичной структуры. Выравнивание и обработку ну-
клеотидных последовательностей проводили с исполь-
зованием пакетов программ Geneious Prime, а филоге-
нетический анализ – с использованием пакета программ 
MEGA X [11]. Для анализа использовали 1248 последо-
вательностей гена гликопротеина G изолятов, выделен-
ных в Российской Федерации, странах европейского ре-
гиона и Северной Америке и доступных в базе данных 
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Эволюционная история была выведена с помощью 
метода присоединения соседей [12]. Показано опти-
мальное дерево с суммой длин ветвей = 11.56545795. 
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Иммуногенные и защитные свойства рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа, экспрессирующего ген гликопротеина G вируса бешенства вакцинного штамма РВ-97 

Эволюционные расстояния были вычислены с исполь-
зованием метода максимального правдоподобия [13] 
и выражены в единицах числа базовых замен на уча-
сток. Все неоднозначные позиции были удалены 
для каждой пары последовательностей (опция попар-
ного удаления). В конечном наборе данных было всего 
1403 позиции. 

Получение рекомбинантного аденовируса че-
ловека 5-го серотипа. Последовательность гена гли-
копротеина G вируса бешенства вакцинного штамма 
РВ-97 (GenBank № AY683208.1) была химически син-
тезирована (ЗАО «Евроген») и клонирована в плазмиду 
pAL-TA. Далее целевой ген переклонировали в плаз-
миду pShuttle-CMV из набора AdEazy Adenoviral vector 
system (Stratagen, США). Рекомбинантный аденовирус 
Ad5-RV97 получили в соответствии с инструкцией 
к набору. Также в работе был использован рАд5, не не-
сущий трансгена, Ad5-null, полученный ранее с помо-
щью того же набора. Титры рАд5 получали на культуре 
клеток 293-НЕК с помощью реакции бляшкообразова-
ния [14]. Изучение экспрессии рекомбинантным адено-
вирусом гена целевого антигена проводили с помощью 
иммуноблот-анализа [15].

Иммунизация лабораторных животных. Для оцен-
ки защитного действия аденовируса Ad5-RV97 живот-
ные двух групп по 10 лабораторных мышей в каждой 
были однократно внутримышечно иммунизированы аде-
новирусом в дозах 1 · 107 БОЕ/мышь и 1 · 108 БОЕ/мышь. 
Через 28 дней после иммунизации животных за-
ражали вирусом бешенства CVS-11 в дозе 100 ЛД50 
и оценивали их состояние в течение 15 дней после за-
ражения. Для оценки гуморального и клеточного ответа 
21 мышь была иммунизирована аденовирусом Ad5-RV97 
в дозе 1 · 107 БОЕ/мышь.  Через 14, 28 и 42 дня после им-
мунизации у шести мышей отбирали сыворотку крови 
для дальнейшего изучения гуморального иммунного от-
вета, а у трех мышей через 42 дня после иммунизации 
отбирали селезенку для дальнейшего изучения клеточ-
ного иммунного ответа. В качестве контрольных ис-
пользовали животных, получавших фосфатный буфер.

Определение уровня антител к гликопротеину G 
вируса бешенства с помощью реакции флуоресцент-
ной вирус-нейтрализации. Для определения гумораль-
ного иммунного ответа у иммунизированых мышей их 
сыворотку крови анализировали с помощью флуорес-
центной вирус-нейтрализации (ФВН) [16, 17]. Реакцию 
проводили в культуре клеток BHK-21 в 96-луночных 
плоскодонных планшетах. Клетки добавляли к пред-
варительно проинкубированной вместе смеси исследу-
емых сывороток и вируса бешенства CVS-11. Через три 
дня окрашивали зафиксированную клеточную культуру 
с помощью флуоресцентного антирабического конъю-
гата (FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin, Fujirebio 
Diagnostics Inc., США). Инфицированные клетки учи-
тывали, осматривая всю поверхность каждой лунки. 
Результат оценивали качественным образом: отсутствие 
флуоресцирующих клеток – отрицательный результат, 
присутствие одной и более флуоресцирующих клеток – 

положительный результат. Титры исследуемых сыворо-
ток выражали в МЕ/мл, сравнивая полученный для каж-
дой сыворотки результат со стандартной сывороткой 
(Human Rabies Immunoglobulin BRP-SEE-LEAFLET, 
Sigma-Aldrich, США) с известным количеством МЕ/мл.

Получение костномозговых дендритных клеток. 
Дендритные клетки (ДК) были получены из костного 
мозга сингенных интактных мышей [18]. Жизнеспособ-
ность и концентрацию клеток определяли методом про-
точной цитометрии на проточном лазерном цитофлуо-
риметре-сортировщике BD FACSAria II (BD Biosciences, 
США) с использованием калибровочных шариков 
CountBright™ (Thermo Fisher Scientifi c Inc., США, кат. 
№ C36950) и 1 мкг/мл красителя DAPI (Serva, ФРГ).

Выделение спленоцитов и получение популя-
ций CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитов. Через 42 дня после 
иммунизации у мышей отбирали селезенку, измель-
чали и спленоциты выделяли на фиколле плотностью 
1,09 г/см3 [14]. Концентрацию и жизнеспособность кле-
ток определяли методом проточной цитометрии с ис-
пользованием калибровочных шариков CountBright™ 
(Thermo Fisher Scientifi c Inc., США, кат. № C36950) 
и 1мкг/мл красителя DAPI (Serva, ФРГ).

Для выделения чистых популяций CD4+- и CD8+-
Т-лимфоцитов половину суспензии спленоцитов от 
каждой мыши окрашивали анти-CD4+-APC-Cy7 клон 
GK 1.5 (Biolegend, США) и анти-CD8+-PE-CF594 клон 
53-6.7 (BD Biosciences, США) с последующим добавле-
нием раствора DAPI (Serva, ФРГ) в конечной концен-
трации 1 мкг/мл. Клетки анализировали и сортировали 
на цитофлуориметре-сортировщике BD FACSAria II 
(BD Biosciences, США). Чистота отсортированных по-
пуляций CD4+- и CD8+-Т-клеток составляла 95–97 %.

Изучение Т-клеточного ответа на гликопротеин 
G вируса бешенства у иммунизированных живот-
ных. Для оценки Т-клеточного иммунного ответа 
в лунки 96-луночного планшета для ELISpot (mouse 
IFN-γ ELISPOT Kit, кат. № 552569, BD Biosciences, 
США) вносили 150 мкл суспензии ДК (50000 ДК на 
лунку) в среде DMEM с добавлением 100 нг/мл липопо-
лисахарида [LPS Escherichia coli 055:B5(L-2880), Sigma-
Aldrich, США]. В часть лунок добавляли Ad5-RV97 
из расчета 100 БОЕ/клетка, в часть лунок добавляли 
Ad5-null из расчета 100 БОЕ/клетка, остальные лунки 
оставляли в качестве контроля. Планшет с ДК инкуби-
ровали 20 ч. На следующий день в вертикальные ряды 
добавляли по 50 мкл суспензии тестируемых клеток: 
спленоциты (100 тыс. на лунку), очищенные CD4+- 
(100 тыс. на лунку) и очищенные CD+-Т-клетки (50 тыс. 
на лунку) от каждой индивидуальной мыши. 

Планшет, содержащий совместную культуру ДК 
и тестируемых клеток, инкубировали в течение 20 ч 
в СО2-инкубаторе. Далее планшет обрабатывали по про-
токолу производителя раствором детектирующих анти-
тел к ИФН-γ (ELISPOT Mouse IFN-γ set BD Biosciences, 
США, кат. № 551083), как описано в [14].

После обработки каждую лунку индивидуально 
фотографировали с помощью бинокулярной лупы 
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МБС-10 (×4) и цифровой камеры Levenhuk DCM800 
с разрешением 1280×960 pxls. Количество точек (зон 
ИФН-γ, образованных одиночными клетками в лунках) 
подсчитывали с помощью программы ImageJ (National 
Institutes of Health, США). Результаты выражали в коли-
честве точек в пересчете на 1 млн клеток [19]. 

Статистическую обработку выживаемости живот-
ных проводили – с помощью критерия Гехана–Брес-
лоу–Вилкоксона, значений титров антител с помощью 
двухстороннего t-критерия Стьюдента, а обработку 
результатов анализа Т-клеточного иммунного ответа – 
с помощью двухфакторного дисперсионного анализа 
(to-way analysis of variance, ANOVA). Для статистиче-
ской обработки была использована программа GraphPad 
Prism 5.0.

Результаты
Изучение филогенетического родства с полевыми 

изолятами гликопротеина G вакцинного штамма 
вируса бешенства РВ-97. Для получения эффективной 
антирабической вакцины на основе рАд5, несущего ген 
гликопротеина G вируса бешенства, необходимо было 
подобрать источник гена гликопротеина G, наиболее 
подходящего для иммунизации лиц, проживающих на 
территории Российской Федерации. Анализ литератур-
ных данных показал, что наиболее популярным «до-
нором» гена гликопротеина G вируса бешенства для 
получения рекомбинантных вирусных векторов явля-
ется вакцинный штамм вируса бешенства ERA (Evelyn-
Rokitnicki-Abelseth) [20, 21]. Он был получен из штамма 
SAD (Street Alabama Dufftring), выделенного из слюн-
ных желез бешеной собаки в штате Алабама, США. На 
основе гена гликопротеина G вируса бешенства штамма 
ERA были созданы ветеринарные вакцины ONRAB® 
(репликативно-компетентный рАд5, несущий ген гли-
копротеина G вируса бешенства) [7] и RABORAL® (ре-
комбинантный вирус осповакцины, несущий ген глико-
протеина G вируса бешенства) [22]. 

Однако согласно литературным данным, вирусы бе-
шенства не являются генетически однородными и раз-
деляются на различные филогенетические группы, со-
относящиеся с местом выделения [23]. Таким образом, 
можно предположить, что штамм ERA, полученный из 
изолята, выделенного на территории Северной Аме-
рики, по нуклеотидной последовательности будет до-
статочно далек от штаммов, циркулирующих на терри-
тории Российской Федерации. Более логичным видится 
использование в качестве «донора» гена гликопротеина 
G вакцинного штамма, хорошо показавшего себя при 
применении на территории Российской Федерации 
и являющегося европейским или азиатским по проис-

А

Рис. 1. (Начало) Филогенетическое дерево, построенное на 
основе алгоритма присоединения соседей с использованием 
нуклеотидных последовательностей внеклеточных доменов 
гликопротеина G вируса бешенства:
А – филогенетическое дерево
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Иммуногенные и защитные свойства рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа, экспрессирующего ген гликопротеина G вируса бешенства вакцинного штамма РВ-97 

хождению. Наиболее подходящим на эту роль нам ви-
дится вакцинный штамм вируса бешенства РВ-97. Этот 
штамм хорошо показал себя при вакцинации животных 
(вакцины «СИНРАБ», ФГБУ «ВНИИЗЖ», ФКП «Щел-
ковский биокомбинат», г. Щелково, «РАБИСТАВ» ФКП 
«Ставропольская биофабрика», г. Ставрополь) [24] на 
территории Российской Федерации, а кроме того, он яв-
ляется прямым потомком Пастеровского штамма, име-
ющего несомненное европейское происхождение [25].

Для подтверждения этой гипотезы нами было изу-
чено родство вакцинных штаммов ERA и РВ-97 и их 
близость к изолятам, циркулирующим на территории 
Европы, Российской Федерации и Североамерикан-
ского региона. Для этого нами были отобраны все гены 
гликопротеина G вируса бешенства, доступные в базе 
данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), выделен-
ные на территории Европы, Российской Федерации или 
Северной Америки (всего 1248 последовательностей). 

Рис. 1. (Окончание) Филогенетическое дерево, построенное на основе алгоритма присоединения соседей с использованием нук-
леотидных последовательностей внеклеточных доменов гликопротеина G вируса бешенства:
Б – фрагмент филогенетического дерева, выделенный рамкой на рис. 1, А. Голубым цветом показаны штаммы североамери-
канского происхождения, черным цветом – европейского происхождения, оранжевым – российского происхождения, зеленым 
цветом – вакцинные штаммы вируса бешенства.
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Вакцины и вакцинация  

Последовательности были выровнены и на них были 
отмечены основные функциональные домены. Так как 
лидерный пептид встречается только у незрелого про-
теина [26], первые 19 аминокислот лидерного пептида 
были исключены из анализа. Так же из анализа были 
исключены трансмембранный и цитоплазматический 
домены, достаточно вариабельные и при этом не содер-
жащие известные антигенные сайты [27]. 

Таким образом, филогенетический анализ прово-
дился на основании последовательностей, кодирующих 
поверхностную часть гликопротеина G с помощью па-
кета программ MEGA X [11] по алгоритму присоеди-
нения соседей [12]. Полученная филограмма представ-
лена на рис. 1.

Как видно из рис. 1А, группа, содержащая вакцин-
ные штаммы РВ-97, ERA, SAD Bern и Flury-HEP, вклю-
чает почти все штаммы европейского и российского 
происхождения и часть североамериканских штаммов. 
При этом вакцинный штамм РВ-97 находится в центре 
российско-европейской части группы, тогда как вак-
цинные штаммы ERA, SAD Bern и Flury-HEP находятся 
на ее североамериканских ветках (см. рис. 1Б). Таким 
образом, по нуклеотидной последовательности внекле-
точной части гликопротеина G штамм РВ-97 более бли-
зок к последовательностям штаммов, циркулирующих 
на территории Российской Федерации, чем вакцинный 
штамм ERA.

Исходя из вышеизложенного ген гликопротеина G 
вакцинного штамма вируса бешенства РВ-97 был вы-
бран для получения целевого рАд5, нами был сконстру-
ирован аденовирус Ad5-RV97, экспрессирующий ген 
гликопротеина G вируса бешенства вакцинного штамма 
РВ-97.

Защитное антирабическое действие рекомби-
нантного аденовируса, экспрессирующего ген глико-

протеина G вируса бешенства, при иммунизации ла-
бораторных мышей. Для оценки защитного действия 
аденовируса Ad5-RV97 лабораторные мыши были им-
мунизированы однократно внутримышечно Ad5-RV97 
в дозах 1 · 107 БОЕ/мышь и 1 · 108 БОЕ/мышь. Через 
28 дней после иммунизации животных заражали виру-
сом бешенства CVS-11 в дозе 100 ЛД50 на животное. За 
животными наблюдали в течение 15 дней после зараже-
ния, результаты представлены на рис. 2.

На протяжении четырех дней после инфицирования 
ни одно животное не проявляло клинических симптомов 
заболевания. На пятый день у большинства контроль-
ных животных наблюдались шаткость походки, сгор-
бленная спина и взъерошенная шерсть. На шестой день 
50 % животных в контрольной группе пало, у осталь-
ных, помимо вышеперечисленных симптомов, наблю-
дались параличи конечностей. В течение восьми дней 
после инфицирования умерли все контрольные живот-
ные. Иммунизированные Ad5-RV97 животные не про-
являли никаких признаков заболевания. К 15-му дню 
после заражения вирусом бешенства у животных, имму-
низированных Ad5-RV97 в обеих дозах, выживаемость 
составила 100 %. Таким образом, был показан высокий 
уровень защитных свойств обеих доз рекомбинантного 
аденовируса Ad5-RV97. Для дальнейшего изучения ме-
ханизма защитного действия была выбрана более низ-
кая доза – 107 БОЕ/животное.

Изучение гуморального иммунного ответа у мы-
шей, иммунизированных рекомбинантным аденови-
русом, экспрессирующим ген гликопротеина G ви-
руса бешенства. Сыворотки крови мышей, полученные 
через 14, 28 и 42 дня после иммунизации аденовирусом 
Ad5-RV97, были исследованы с помощью ФВН в куль-
туре клеток ВНК-21. Результаты оценки уровня вирус-
нейтрализующих антител в сыворотке крови иммунизи-
рованных животных представлены на рис. 3.

Как видно из рис. 3, на 14-й день после иммуниза-
ции средний уровень антител у иммунизированных жи-
вотных составил 10,2 МЕ/мл. На 28-й день наблюдалось 
достоверное увеличение уровня нейтрализующих анти-
тел по сравнению с 14-м днем (p < 0,05) до 72 МЕ/мл. 
К 42-му дню продолжался достоверный прирост уровня 
антител по сравнению с 28-м днем (p < 0,05) и сред-
ний уровень антител составил 92,3 МЕ/мл. При этом 
уровень антител в контрольной группе не превышал 
0,01 МЕ/мл. 

Таким образом, показано образование защитных 
уровней вирус-нейтрализующих антител после им-
мунизации животных аденовирусом Ad5-RV97 в дозе 
107 БОЕ/животное уже к 14-му дню после иммунизации 
и значительное увеличение их уровня к 42-му дню по-
сле иммунизации.

Изучение специфического Т-клеточного иммун-
ного ответа у мышей, иммунизированных реком-
бинантным аденовирусом, экспрессирующим ген 
гликопротеина G вируса бешенства. Т-клеточный 
иммунный ответ оценивали с помощью метода ELISpot, 
основанного на детекции цитокинов, секретируемых 

Рис. 2. Выживаемость животных, иммунизированных ре-
комбинантным аденовирусом Ad5-RV97, после заражения 
100 ЛД50 вируса бешенства CVS-11. Животные получали 
1 · 107 БОЕ/мышь Ad5-RV97, 1 · 108 БОЕ/мышь Ad5-RV97 
и фосфатный буфер (К-). Показана посуточная динамика 
как % выживших животных
По оси абсцисс – продолжительность наблюдения после за-
ражения, сут; по оси ординат – доля выживших животных, 
%. Показана достоверная разница между выживаемостью 
в опытной и контрольной группах (p < 0,005).
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индивидуальными клетками [28]. В нашей работе ДК 
путем трансдукции аденовирусом Ad5-RV97 транс-
формировали в антиген-презентирующие клетки, экс-
прессирующие эпитопы целевого антигена в комплексе 
с молекулами MHC-I и MHC-II. Из селезенки иммуни-
зированных Ad5-RV97 и контрольных мышей путем 
сортировки на проточном лазерном цитофлуориметре 
получали высокоочищенные (чистота 95–97 %) попу-
ляции CD4+- и CD8+-Т-клеток. При сокультивирова-
нии CD8+-Т-клеток с ДК, экспрессирующими эпитопы 
целевого антигена в комплексе с молекулами MHC-I, 
и CD4+-Т-клеток с ДК, экспрессирующими эпитопы 
целевого антигена в комплексе с молекулами MHC-II, 
Т-клетки начинали секретировать ИФН-γ. Далее с по-
мощью набора ELISpot была детектирована секреция 
ИФН-γ индивидуальными клетками.

Результаты определения уровня Т-клеточного ответа 
у иммунизированных мышей на эпитопы гликопроте-
ина G вируса бешенства представлены на рис. 4. 

При реактивации спленоцитов иммунизированных 
животных ДК, презентирующими эпитопы гликопро-
теина G вируса бешенства, наблюдался достоверный 
прирост количества ИФН-γ-секретирующих клеток. 
При реактивации спленоцитов иммунизированных жи-
вотных ДК без антигенной нагрузки или ДК, обрабо-
танными Ad5-null, достоверного прироста количества 

ИФН-γ-секретирующих клеток не наблюдалось. Также 
не наблюдалось достоверного прироста количества 
ИФН-γ-секретирующих клеток в спленоцитах мышей 
из контрольной группы как реактивированными ДК, об-
работанными Ad5-null и Ad5-RV97, так и ДК без анти-
генной нагрузки (см. рис. 4А). Наличие у иммунизиро-

Рис. 3. Динамика изменения титров нейтрализующих антител 
к вирусу бешенства в сыворотке крови мышей, иммунизиро-
ванных Ad5-RV97 и контрольных животных (К-). 
По оси абсцисс – изменения титров после иммунизации через 
14, 28 и 42 сут; по оси ординат – средний уровень антител, вы-
раженный в МЕ/мл; * – достоверная  разница между уровнем 
антител в опытной и контрольной группах, p < 0,05.
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Рис. 4. Определение количества спленоцитов, CD4+- и CD8+-Т-клеток мышей, иммунизированных Ad5-RV97, отвечающих се-
крецией ИФН-γ на специфическую реактивацию дендритными клетками, «нагруженными» гликопротеином G вируса бешенства
По оси ординат – среднее количество ИФН-γ-секретирующих спленоцитов (А), очищенных CD4+-клеток (Б) и очищенных 
CD8+-клеток (В) (из расчета на 1 млн клеток селезенки) у интактных мышей (К-) и мышей, иммунизированных Ad5-RV97, 
в ответ на их рестимуляцию ДК, трансфицированными Ad5-null, Ad5-RV97, а также без трансфекции; * – достоверная разница 
между количеством клеток в опытной и контрольной группах, p < 0,05.
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Вакцины и вакцинация  

ванных Ad-RV97 животных ИФН-γ-продуцирующих 
CD4+-Т-клеток было нами показано через реактивацию 
отсортированных CD4+-Т-клеток ДК, трансдуцирован-
ными Ad5-RV97. Показан достоверный прирост уровня 
ИФН-γ-секретирующих CD4+-Т-клеток после реактива-
ции ДК, презентирующими эпитопы гликопротеина G 
вируса бешенства (см. рис. 4Б). Также мы обнаружили 
значительное количество ИФН-γ-продуцирующих CD8+-
Т-клеток, способных узнавать эпитопы гликопротеина G 
вируса бешенства, презентируемые ДК (см. рис. 4В).

Обсуждение
Современные инактивированные вакцины против 

бешенства считаются достаточно эффективными, но 
они не лишены ряда недостатков. К таким недостат-
кам относятся их реактогенность, многократная схема 
введения и необходимость работы при их производстве 
с живыми штаммами вируса бешенства. При этом свою 
эффективность на животных показали новые типы анти-
рабических вакцин – вакцины на основе вирусных век-
торов, несущих ген основного антигена вируса бешен-
ства – гликопротеина G [2]. Перспективным является 
создание антирабических вакцин на основе рекомби-
нантных вирусных векторов для ПрЭП групп риска пу-
тем однократного введения, что исключит возможность 
неполного прохождения курса вакцинации. Заметное 
количество вакцин на основе вирусных векторов против 
широкого ряда патогенов уже прошло клинические ис-
пытания безопасности, и одной из самых многочислен-
ных групп вакцин здесь являются вакцины на основе 
рАд5. Показали свою безопасность вакцины на основе 
рАд5 против гриппа, малярии, лихорадки Эбола, тубер-
кулеза, респираторно-синцитиального вируса и др. [29], 
это позволяет рассчитывать на низкую реактогенность 
и высокую безопасность кандидантных антирабических 
вакцин на основе рАд5.

Одной из основных задач при создании антираби-
ческой вакцины на основе вирусных векторов является 
правильный подбор целевого антигена. Как известно, 
основным антигеном вируса бешенства, вызывающим 
образование вирус-нейтрализующих антител, является 
поверхностный гликопротеин G. Считается, что нали-
чие в крови вирус-нейтрализующих антител к глико-
протеину G в количестве более 0,5 МЕ/мл обеспечивает 
полную защиту от заражения [30]. Нами была прове-
дена аналитическая работа по подбору наиболее подхо-
дящего штамма вируса бешенства, который мог бы по-
служить «донором» гена гликопротеина G для создания 
рекомбинантной вакцины на основе рАд5. Литератур-
ные данные показывают, что наиболее часто в качестве 
таких «доноров» выступают вакцинные штаммы вируса 
бешенства, хорошо показавшие себя при проведении 
программ вакцинирования как населения, так и диких 
и домашних животных. Среди существующих в Рос-
сийской Федерации вакцинных штаммов Москва 3253, 
Овечий-ВГНКИ, Щелково-51 [23], РБ-71, ВНИИЗЖ 
и РВ-97 [24] являются прямыми потомками Пастеров-
ского штамма, выделенного на территории Европы. На 

основе штамма РВ-97 были созданы живые оральные 
вакцины для иммунизации диких плотоядных – СИН-
РАБ®, ОРАЛРАБИВАК® и РАБИСТАВ®, которые пока-
зали свою эффективность при многократном исполь-
зовании в различных регионах Российской Федерации 
начиная с 2003 г. [24]. Поэтому штамм РВ-97 был вы-
бран наиболее подходящим «донором» гена гликопро-
теина G для конструирования рАд5, несущего ген гли-
копротеина G вируса бешенства. 

Для оценки близости последовательности гликопро-
теина G штамма РВ-97 к последовательностям гликопро-
теинов из изолятов вирусов бешенства, выделенных на 
территории Российской Федерации, нами был проведен 
филогенетический анализ. На рис. 1 видно, что нуклео-
тидная последовательность внеклеточной части (несу-
щей все известные антигенные сайты) гликопротеина G 
штамм РВ-97 находится в группе последовательностей 
из штаммов европейского и российского происхождения. 

Нами бы получен рекомбинантный аденовирус, несу-
щий ген гликопротеина G вируса бешенства штамма РВ-
97 (Ad5-RV97), и для оценки его защитных свойств была 
проведена однократная внутримышечная иммунизация 
лабораторных мышей аденовирусом Ad5-RV97 в дозах 
107 и 108 БОЕ/животное. Обе дозы показали свою про-
тективность при заражении животных фиксированным 
штаммом вируса бешенства CVS-11. У животных не на-
блюдалось симптомов заболевания, и выживаемость че-
рез 15 дней после заражения составила 100 %. При этом 
в контрольной группе все животные пали уже на 8-й день 
после заражения (см. рис. 2). Для дальнейшего иссле-
дования иммуногенных свойств аденовируса Ad5-RV97 
была выбрана меньшая доза – 107 БОЕ/животное. Стоит 
отметить, что фиксированный штамм, используемый для 
экспериментального заражения вирусом бешенства – 
CVS-11, находится на филогенетическом дереве среди 
североамериканских штаммов (см. рис. 1). Поэтому 
успешная защита от этого штамма говорит о широте 
действия полученного рАд5 и о его способности защи-
щать от штаммов вируса бешенства, циркулирующих не 
только на территории Европы и Российской Федерации.

Согласно литературным данным, гуморальный им-
мунный ответ играет доминирующую роль в защит-
ном иммунитете против вируса бешенства [32]. Для 
оценки гуморального иммунного ответа у мышей, 
иммунизированных аденовирусом Ad5-RV97, был из-
учен уровень вирус-нейтрализующих антител. Со-
держание в сыворотках крови вирус-нейтрализующих 
антител в количестве более 0,5 МЕ/мл считается до-
статочным для защиты от заражения [30], при этом по-
сле лечебно-профилактических прививок титры вирус-
нейтрализующих антител, как правило, не превышают 
10 МЕ/мл [33]. В нашей работе было показано, что им-
мунизация Ad5-RV97 приводит к образованию анти-
рабических антител в количестве, существенно превы-
шающем 0,5 МЕ/мл уже с 14-го дня после иммунизации 
(см. рис. 3). На 14-й день после иммунизации средний 
титр антител составил 10,2 МЕ/мл, на 28-й день после 
иммунизации – 72 МЕ/мл, а к 48-му дню после имму-
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низации достиг 92,3 МЕ/мл. При этом уровень антител 
в контрольной группе не превышал 0,01 МЕ/мл. Таким 
образом, можно с уверенностью сказать, что уже через 
две недели после иммунизации животные обладали за-
щитным титром антирабических антител, а к 42-му 
дню после иммунизации этот титр существенно превы-
шал обычные уровни антител, получаемые в результате 
ПрЭП.

При оценке эффективности антирабических вакцин 
традиционно используют такой показатель, как уро-
вень вирус-нейтрализующих антител, в то время как 
влияние Т-клеточного иммунитета на эффективность 
вакцинации изучена гораздо менее широко. Однако су-
ществующие литературные данные указывают на важ-
ность Т-клеточного иммунитета в формировании за-
щиты от вируса бешенства [34]. В нашей работе было 
оценено количество CD4+- и CD8+-клеток, способных 
секретировать ИФН-γ в ответ на стимуляцию антиген-
презентирующими ДК. ДК были трансформированы 
в антиген-презентирующие с помощью трансдукции 
аденовирусом Ad5-RV97. В результате ДК стали спо-
собны презентировать эпитопы гликопротеина G вируса 
бешенства как в комплексе с молекулами MHC-I, так 
и с молекулами MHC-II, что позволило стимулировать 
как CD4+-, так и CD8+-иммунные клетки, реагирующие 
на различные эпитопы вируса бешенства (см. рис. 4). 
Среднее количество спленоцитов, реагирующих продук-
цией ИФН-γ в ответ на стимуляцию ДК, трансдуциро-
ванными Ad5-RV97, у иммунизированных животных со-
ставило 2246 ± 253 на 1 млн клеток селезенки, тогда как 
у контрольных мышей – 366 ± 15. Среднее количество 
CD4+-клеток, реагирующих продукцией ИФН-γ в ответ 
на стимуляцию ДК, трансдуцированными Ad5-RV97, 
у иммунизированных животных составило 4126 ± 951 
на 1 млн CD4+-клеток, тогда как у контрольных мышей – 
433 ± 143. Среднее количество CD8+-клеток, реагиру-
ющих продукцией ИФН-γ в ответ на стимуляцию ДК, 
трансдуцированными Ad5-RV97, у иммунизированных 
животных составило 9846 ± 2070 на 1 млн CD4+-клеток, 
тогда как у контрольных мышей 280 ± 81. Таким образом, 
нами был продемонстрирован значимый как CD4+-, так 
и CD8+-клеточный иммунный ответ на введение мышам 
рекомбинантного аденовируса Ad5-RV97.

Заключение
Сконструированный нами рекомбинантный адено-

вирус человека 5-го серотипа, несущий ген гликопроте-
ина G вируса бешенства вакцинного штамма РВ-97, по-
казал при иммунизации лабораторных мышей высокий 
уровень защитных свойств против вируса бешенства, 
а также значимые уровни гуморального и клеточного 
антирабического иммунного ответа. Полученные данные 
позволяют расценивать аденовирус Ad5-RV97 в качестве 
основы для создания кандидатной антирабической вак-
цины, которая может применяться для ПрЭП различных 
групп риска. В дальнейшем планируется изучение дли-
тельности полученного при иммунизации Ad5-RV97 им-
мунного ответа, а также возможность влияния на уровень 
антирабического иммунного ответа предсуществующих 
антител к аденовирусу человека 5-го серотипа.
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Популяция CD8+-лимфоцитов периферической крови 
и ее значение для непосредственных и отдаленных 
результатов лечения больных трижды негативным 
раком молочной железы
Федеральное государственное бюджетное учреждение «Национальный медицинский исследовательский центр 
онкологии имени Н.Н. Блохина» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 115478, г. Москва, 
Российская Федерация

Резюме
Введение. Трижды негативный рак молочной железы (ТН РМЖ) характеризу-

ется агрессивным течением и высокой вероятностью рецидивирования. Важную роль 
в регуляции роста злокачественных новообразований, а также в эффективности раз-
личных видов противоопухолевой терапии играет иммунная система. Определение 
взаимосвязи CD8+-популяций лимфоцитов периферической крови (ПК) с эффектив-
ностью лечения больных ТН РМЖ может помочь в установлении иммунологических 
предиктивных и прогностических факторов и в повышении эффективности лечения 
пациенток. 

Цель настоящего исследования – определение значимости исходного количества кле-
ток CD8+-популяций лимфоцитов периферической крови (CD8+, CD3+CD8+, CD8+CD28+, 
CD8+CD28–, CD3–CD8+) для непосредственных (степень лечебного патоморфоза опу-
холи) и отдаленных (прогрессирование заболевания и выживаемость) результатов лече-
ния больных трижды негативным раком молочной железы. 

Материал и методы. У больных со II–III стадиями ТН РМЖ (n = 72; медиана воз-
раста 50 лет) до начала неоадъювантной химиотерапии (цисплатин + паклитаксел) 
определяли процентное содержание CD8+-, CD3+CD8+-, CD8+CD28+-, CD8+CD28−-, 
CD3−CD8+-лимфоцитов ПК с помощью многопараметрового цитометрического анализа. 
Исследовалась взаимосвязь исходного количества клеток данных популяций со степе-
нью лечебного патоморфоза опухоли (ЛПО), прогрессированием заболевания и выжива-
емостью пациенток. Период наблюдения составил 60 мес. 

Результаты. Процентное содержание CD8+CD28+-лимфоцитов и величина соотно-
шения CD8+CD28+/CD8+CD28− до лечения были статистически значимо выше у боль-
ных с высокой степенью (IV) ЛПО, у пациенток без прогрессирования заболевания 
(ПЗ) и у выживших больных, по сравнению с пациентками с ЛПО I–III степени, боль-
ными с ПЗ и умершими пациентками. Повышение исходного количества CD8+CD28+-
лимфоцитов ПК и величины соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28− ассоциировалось с 
увеличением безрецидивной и общей выживаемости пациенток по сравнению с боль-
ными, у которых эти показатели были снижены. У пациенток, умерших в течение пе-
риода наблюдения, до начала химиотерапии было повышено количество CD3−CD8+-
лимфоцитов. Повышение числа этих клеток сочеталось также с уменьшением ОВ 
больных. 

Заключение. Популяция CD8+CD28+-лимфоцитов периферической крови и величина 
соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28− могут быть возможными предиктивными факто-
рами у пациенток со II–III стадиями ТН РМЖ, получавших неоадъювантную химиотера-
пию цисплатином и паклитакселом. 
Ключевые слова: трижды негативный рак молочной железы; популяции CD8+-лимфоцитов; неоадъювантная 
химиотерапия; степень лечебного патоморфоза опухоли; безрецидивная выживаемость; общая выживаемость
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Peripheral blood CD8+-lymphocytes populations 
and its value for direct and outlying treatment results 
in triple negative breast cancer patients
N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of Ministry of Health of the Russian Federation, 115478, 
Moscow, Russian Federation

Abstract
Introduction. Triple negative breast cancer (TN BC) is characterized by an aggressive 

course and a high likelihood of the disease recurrence. An important role in the regulation 
of the growth of malignant neoplasms, as well as in the effectiveness of various types 
of antitumor therapy, is played by the immune system. Establishing the relationship of some 
CD8-positive lymphocyte populations with the effectiveness of treating patients with breast 
cancer may help establish reliable immunological predictive and prognostic factors and increase 
the effectiveness of treatment for patients. 

The aim of the study was to determine the value of the original number of CD8+ peripheral 
blood lymphocytes (CD8+, CD3+CD8+, CD8+CD28+, CD8+CD28–, CD3–CD8+) cells for 
immediate (degree of therapeutic tumor pathomorphosis) and distant (progression of disease 
and survival) of treatment results of patients with three-year negative breast cancer.

Material and methods. In patients with II–III stages of TN BC (n = 72, age median 
50 years) before the start of neoadjuvant chemotherapy (NACT) (cisplatin + paclitaxel), the 
percentage of peripheral blood CD8+-, CD3+CD8+-, CD8+CD28+-, CD8+CD28−-, CD3−CD8+- 
lymphocytes was determined using a multi-parameter cytometric analysis. The relationship 
of the initial number of these cell populations with the degree of therapeutic pathomorphosis (TP), 
disease progression, and patient survival was studied. The observation period was 60 months. 

Results. In patients with TP grade IV, in patients without disease progression and surviving 
patients, the percentage of CD8+CD28+-lymphocytes and the ratio of CD8+CD28/CD8+CD28− 
were statistically signifi cantly higher before treatment than in patients with TP grade I–III, 
recurrent patients and deceased patients. An increase of the initial number of CD8+CD28+-lym-
phocytes and the СD8+CD28/CD8+CD28− ratio was associated with an increase in relapse-free 
(RFS) and overall survival (OS) of patients compared with patients in whom these showings 
were reduced. In patients who died during the observation period, the number of CD3−CD8+-
lymphocytes was increased prior to chemotherapy. An increase in the number of these cells was 
also associated with a decrease in OS. 

Conclusion. Populations of CD8+CD28+ peripheral blood lymphocytes and the ratio 
of CD8+CD28/CD8+CD28− cells could be possible predictive factors for patients with 
II–III stages of TNBC receiving NACT (cisplatin and paclitaxel).
Keywords: TN breast cancer; CD8+-lymphocyte populations; neoadjuvant chemotherapy; degree of therapeutic 
pathomorphosis; relapse-free survival; overall survival
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Введение
Тройной негативный рак молочной железы (ТН 

РМЖ) составляет около 15–20 % случаев рака молоч-
ной железы (РМЖ) во всем мире, является гетероген-
ным заболеванием и отличается от других вариантов 
РМЖ отсутствием на опухолевых клетках экспрессии 
рецепторов эстрогенов, прогестерона и гиперэкспрес-
сии ERBB2 (HER2−) [1]. Основным системным лече-
нием этой формы РМЖ является химиотерапия [2]. ТН 
РМЖ характеризуется высокой вероятностью развития 
рецидива, плохим прогнозом, отсутствием молекуляр-
ных мишеней для таргетной терапии и нестабильным 
ответом на химиотерапию [3, 4]. Несмотря на интен-
сивные исследования, надежные предиктивные и про-
гностические биомаркеры при ТН РМЖ в настоящее 
время не установлены [5]. Важную роль в регуляции 
роста злокачественных новообразований, а также 
в эффективности различных видов противоопухолевой 
терапии, включая химиотерапию, играет иммунная си-
стема [6–10]. Предполагается, что детальное изучение 
взаимодействия иммунной системы с опухолью при 
РМЖ обеспечит выявление иммунологических марке-
ров, которые могут быть использованы в клинике [11]. 
В настоящее время в качестве одного из таких маркеров 
рассматриваются лимфоциты, инфильтрирующие опу-
холь (ЛИО). Показано, что повышение числа ЛИО ас-
социируется с уменьшением рисков развития рецидива 
и смертельного исхода у больных ТН РМЖ, а также 
с повышением частоты полного ответа на химиотера-
пию [12]. При этом CD8+-Т-клетки были определены 
как основная эффекторная популяция ЛИО [13, 14]. 
Однако расхождения между результатами различных 
исследований в значении ЛИО при РМЖ, в том числе 
при ТН РМЖ, все еще считаются слишком большими, 
что мешает использовать этот маркер в повседневной 
клинической практике [13, 15]. Следует учесть, что 
растущая опухоль индуцирует развитие не только ло-
кального, но и системного иммунитета. Индуцирован-
ные опухолью отдаленные изменения в лимфоузлах 
и периферической крови указывают на то, что рак явля-
ется системным заболеванием, а эффективное функцио-
нирование системного иммунитета, как и локального, 
может ассоциироваться с благоприятным клиническим 
исходом и положительным ответом на иммунотерапию 
[16–18]. В ряде исследований было показано, что раз-

личные популяции циркулирующих лимфоцитов наряду 
с ЛИО могут рассматриваться как прогностические и 
предиктивные факторы при РМЖ [19–22]. Несомненно, 
установление специфических маркеров, которые могут 
использоваться для прогнозирования ответа на химио-
терапию или служить мишенями специализированных 
методов лечения ТН РМЖ, включая иммунотерапию, 
имеет решающее значение. Целью настоящего иссле-
дования стало определение значения исходного количе-
ства клеток CD8+-популяций лимфоцитов периферичес-
кой крови (CD8+, CD3+CD8+, CD8+CD28+, CD8+CD28–, 
CD3–CD8+) для непосредственных (степень лечебного 
патоморфоза опухоли) и отдаленных (прогрессирова-
ние заболевания и выживаемость) результатов лечения 
больных ТН РМЖ. 

Материал и методы
Исследуемые пациенты. В исследование были 

включены пациентки со II–III стадиями ТН РМЖ (n = 72), 
находившиеся на лечении в ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Участие в ис-
следовании было добровольным, набор пациенток про-
водился в соответствии с Хельсинкской декларацией 
ВМА, 2000 г. Все пациентки дали информированное 
согласие на проведение иммунологического обследо-
вания. Медиана возраста составила 50 лет (от 26 до 
76 лет). Лечение включало 4–6 курсов химиотера-
пии (паклитаксел 80 мг/м2 1, 8, 15-й дни + цисплатин 
75 мг/м2, 1 день, цикл 28 дней) с последующим хирурги-
ческим вмешательством. Период наблюдения составил 
60 мес. 

Исследование степени лечебного патоморфоза 
опухоли. Сведения о степени лечебного патоморфоза 
опухоли (ЛПО) были получены для 61 пациентки. 
Оценка степени вмешательства по Лавниковой: I сте-
пень – более 50 % опухолевой паренхимы сохранено; 
II степень – сохранено 20–50 % опухолевой паренхимы, 
III степень – до 20 % паренхимы опухоли сохранилось 
в виде отдельных очагов; IV степень – полное отсутствие 
опухолевой паренхимы. Больных включали в исследо-
вание строго на одном и том же этапе заболевания – 
непосредственно перед началом химиотерапии (х/т). 

Исследование иммунофенотипа лимфоцитов. 
У всех пациенток определяли процентное содержание 
CD8+-, CD3+CD8+-, CD8+CD28+-, CD8+CD28−-, CD3−CD8+- 
и CD3−CD16+CD56+-лимфоцитов периферической крови 

Таблица 1. Взаимосвязь количества клеток CD8+-популяций лимфоцитов периферической крови со степенью лечебного пато-
морфоза опухоли 

Показатель
Me (квартили)

Степень лечебного патоморфоза опухоли p
IV (n = 38) I–III (n = 23)

CD8+ 29,3 (23,5 и 33,4) 27,2(20,1 и 30,6) 0,250
CD3+CD8+ 22,7 (17,0 и 29,8) 17,8(13,7 и 25,1) 0,152
CD8+CD28+ 10,9 (6,8; 16,6) 6,8(5,9; 11,2) 0,021
CD8+CD28− 14,2 (10,2 и 17,7) 15,6(12,6 и 20,2) 0,318
CD8+CD28+/CD8+CD28− 0,72 (0,43; 1,3) 0,41(0,28; 0,85) 0,025
CD3−CD8+ 5,6 (3,3 и 7,4) 5,0(4,0 и 8,1) 0,685
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(ПК) с помощью многопараметрового цитометричес-
кого анализа на пятипараметровом проточном ци-
тофлуориметре аналитического типа FACSCalibur 
(BectonDickinson, США). Лимфоциты выделялись 
по параметрам светорассеяния и экспрессии маркера 
CD45. Двух- и трехцветное окрашивание лимфоцитов 
проводили с использованием моноклональных анти-
тел, конъюгированных с FITC, PE, PC5 (Bekman Coulter 
США; «Сорбент», Россия). 

Статистический анализ данных. Статистическую 
обработку полученных данных проводили с помо-
щью пакета статистических программ «Статистика 7» 
и «SPSS 22». Характер распределения показателей опре-
деляли с помощью критерия Шапиро–Уилка. Резуль-
таты представлены в виде Me (Медианы) и квартилей 
(25 и 75 ‰). Различие между показателями определяли 
с помощью двустороннего U-критерия Манна–Уитни. 
Корреляционную взаимосвязь между показателями 
устанавливали с помощью непараметрического корре-
ляционного анализа Спирмена: коэффициент корреля-
ции «ρ» и 95 % доверительный интервал ρ (95 % ДИ). 
Для анализа различия в частоте рецидива заболевания 
между группами с повышенным и сниженным уров-
нем показателя использовали двусторонний точный 
критерий Фишера (Fisher exact p, two-tailed). Кривые 
выживания (БРВ и ОВ) рассчитывались по методу Кап-
лана-Мейера и сравнивались по логранговому крите-
рию (Log-rank test) – наиболее эффективен для распоз-
навания поздних различий в вероятностях выживания, 
и критерию Вилкоксона (Breslow Generalized Wilcoxon) – 
наиболее эффективен для распознавания ранних раз-
личий в вероятностях выживания. Цензурированные 
(censored) данные включали данные пациенток, которые 

были живы на момент окончания исследования или не 
имели рецидива. Нецензурированные (complete) данные 
включали данные умерших пациенток и пациенток с ре-
цидивом заболевания. Уровень статистической значи-
мости был принят равным 0,05.

Результаты

Определение взаимосвязи исходного количества 
клеток CD8+-популяций лимфоцитов 
периферической крови с непосредственными 
результатами лечения: степенью лечебного 
патоморфоза опухоли 

Данные о степени ЛПО были доступны для 61 па-
циентки. Определение степени ЛПО показало, что 
у 38 из 61 пациентки ЛПО был высокой – IV степени, у 23 – 
I–III степени. Сравнение исходного количества клеток 
исследуемых популяций у больных с различной степе-
нью ЛПО показало, что у больных с ЛПО IV степени 
процент CD8+CD28+-лимфоцитов и величина соотноше-
ния CD8+CD28+/CD8+CD28− были статистически значимо 
выше, чем у пациенток с ЛПО I–III степени. Различий 
в зависимости от степени ЛПО в исходном количестве 
клеток остальных популяций не наблюдалось (табл. 1). 

Определение взаимосвязи исходного количества 
клеток CD8+-популяций лимфоцитов 
с отдаленными результатами лечения: 
прогрессированием заболевания и выживаемостью 
пациенток с трижды негативным раком молочной 
железы

За пятилетний период наблюдения данные о про-
грессировании заболевания (ПЗ) были получены для 

Таблица 2. Взаимосвязь исходного количества клеток CD8+-популяций лимфоцитов периферической крови с прогрессированием 
заболевания больных трижды негативным раком молочной железы

Показатель
Me (квартили)

Больные без прогрессирования 
заболевания

(n = 48)

Больные с прогрессированием 
заболевания, степень (n = 24)

p

I–III 
CD8+ (%) 29,0 (23,6 и 33,7) 24,1 (19,9 и 35,4) 0,282
CD3+CD8+ (%) 22,1 (16,2 и 29,8) 18,1 (12,0 и 27,2) 0,232
CD8+CD28+ (%) 10,4 (6,4 и 14,4) 7,1 (5,9 и 10,2) 0,036
CD8+CD28− (%) 15,0 (11,2 и 21,0) 15,6 (10,7 и 24,5) 0,444
CD8+CD28+/CD8+CD28− 0,63 (0,43 и 1,3) 0,38 (0,2 и 0,71) 0,036
CD3−CD8+ (%) 5,2 (3,2 и 7,9) 6,9 (4,2 и 8,7) 0,339

Таблица 3. Взаимосвязь исходного количества клеток CD8+-популяций лимфоцитов периферической крови с выживаемостью 
больных трижды негативным раком молочной железы

Показатель
Me (квартили)

Выживаемость p
живы (n = 57) умерли (n = 14)

CD8+ (%) 29,1 (23,5 и 34,0) 22,1 (19,8 и 32,4) 0,144
CD3+CD8+ (%) 22,8 (17,0 и 29,8) 18,1 (9,8 и 25,1) 0,111
CD8+CD28+ (%) 9,9 (6,4 и 14,2) 6,6 (5,5 и 7,6) 0,041
CD8+CD28− (%) 15,6 (11,8 и 21,6) 15,1 (10,7 и 23,3) 0,971
CD8+CD28+/CD8+CD28− 0,61 (0,32 и 1,12) 0,23 (0,20 и 0,68) 0,036
CD3−CD8+ (%) 5,0 (3,3 и 7,4) 7,5 (4,5 и 9,0) 0,014 
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72 пациенток (ПЗ наблюдалось у 24/72 – 33,3 %), дан-
ные о смерти от ТН РМЖ – для 71 пациентки (умерли 
14/71 – 19,7 %). Полученные результаты показали, что 
до начала химиотерапии у больных без прогрессиро-
вания заболевания и у выживших больных процентное 

содержание CD8+CD28+-Т-клеток и величина соотно-
шения CD8+CD28+/CD8+CD28− были статистически зна-
чимо выше, чем у больных с ПЗ и умерших пациенток. 
В то же время у умерших пациенток было повышено ис-
ходное количество CD3−CD8+-лимфоцитов (табл. 2 и 3). 

Определение взаимосвязи исходного количества 
клеток CD8+-популяций с пятилетней 
безрецидивной и общей выживаемостью пациенток 
с трижды негативным раком молочной железы

Исходный уровень иммунологического показателя 
у конкретного больного определялся как «повышенный» 
или «сниженный» по отношению к значению медианы 
(на рисунках обозначена как Me) этого показателя для 
каждой изученной популяции (табл. 4).

Полученные результаты показали, что статистичес-
ки значимых различий в безрецидивной (БРВ) и общей 
выживаемости (ОВ) между группами пациенток с повы-
шенным или сниженным исходным количеством клеток 
всей популяции CD8+-лимфоцитов (рис. 1А, Б), а также 

Таблица 4. Значения медиан численного состава популяций 
CD8+-лимфоцитов, использованные для определения повы-
шенного или сниженного уровня показателя у конкретного 
больного

Субпопуляция Me, %
CD8+ 29,0 
CD3+CD8+ 22,0 
СD8+CD28+ 9,0 
CD8+CD28− 15,6 
CD8+CD28+/ CD8+CD28− 0,6 
CD3−CD8+ 5,7 
CD3−CD16+CD56+ (НК-клетки) 12,0 
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Рис. 1. Взаимосвязь пятилетней безрецидивной (А, В) и общей (Б, Г) выживаемости больных трижды негативным раком молоч-
ной железы с исходным количеством CD8+- (А, Б) и CD3+CD8+-лимфоцитов (В, Г) до начала химиотерапии
Здесь и на рис. 2, 4: синяя линия – процент лимфоцитов > Me; красная линия – процент лимфоцитов < Me; L-R – логранговый 
критерий; WCX – критерий Вилкоксона. Медианы БРВ и ОВ в обеих группах не достигнуты.
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CD3+CD8+-Т-клеток (рис. 1В, Г) не наблюдалось. Однако 
у больных, у которых процент CD8+-лимфоцитов был 
повышен, отмечалась тенденция к более благоприят-
ному течению заболевания, чем у пациенток со снижен-
ным показателем. Так, в соответствии с кривыми БРВ, 
через 30 месяцев 75 % пациенток с повышенным пока-
зателем не имели рецидива, в то время как у больных 
с пониженными значениями уровня CD8+-клеток реци-
див не развился только у 55 % больных. Частота разви-
тия рецидивов заболевания у пациенток с повышенной 
величиной этого показателя составляла 26,8 % (11/41), 
а с пониженным – 41,9 % (13/31), p = 0,212. Различия 
в БРВ и ОВ между группами пациенток с повышен-
ным или сниженным количеством CD3+CD8+-Т-клеток 
также были статистически незначимыми (рис. 1В, Г). 
Максимальное различие в количестве больных с ре-
цидивом в зависимости от уровня CD3+CD8+-Т-клеток 
наблюдались ближе к концу наблюдения (примерно по-
сле 42–43 мес): при количестве этих клеток > Me ПЗ на-
блюдалось у 25,6 % больных, а при показателе < Me – 
у 42,4 % больных (рис. 1В, Г). 

Характер кривых БРВ и ОВ в зависимости от ис-
ходного процента CD8+CD28−-лимфоцитов представлен 
на рисунке 2 (рис. 2В, Г). Процент больных без ПЗ или 
живых пациенток практически не зависел от исходного 
уровня данного показателя. Статистически значимое 
увеличение частоты БРВ (по критерию Вилкоксона, вы-
являющему ранние различия в вероятностях выжива-
ния) и ОВ (по логранговому критерию, определяющему 
поздние различия в вероятностях выживания) было об-
наружено у пациенток с повышенным до лечения про-
центом CD8+CD28+-Т-лимфоцитов (> 9,0 %) по сравне-
нию с больными со сниженным показателем (< 9,0 %) 
(рис. 2А, Б). Максимальные различия в проценте боль-
ных без прогрессирования заболевания наблюдались на 
28–30-е месяцы наблюдения: 80 и 53 % соответственно, 
а максимальные различия в частоте живых пациенток 
на более поздние сроки – после 46 мес наблюдения:
86 и 58 %, соответственно (рис. 2А, Б). Частота разви-
тия рецидивов заболевания у пациенток с повышенной 
величиной этого показателя составляла 22,2 % (8/36), 
а с пониженным – 44,4 % (16/36); p = 0,079. 

Рис. 2. Взаимосвязь пятилетней безрецидивной (А, В) и общей (Б, Г) выживаемости больных трижды негативным раком молоч-
ной железы с исходным количеством CD8+CD28+ (А, Б) и CD8+CD28− (В, Г) лимфоцитов до начала химиотерапии
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Значительное увеличение частоты БРВ ассоцииро-
валось также с повышенной величиной соотношения 
CD8+CD28+/CD8+CD28− (рис. 3А, Б). Частота развития 
рецидивов заболевания у пациенток с повышенной 
величиной этого показателя (> 0,6) составляла 18,9 % 
(7/37), а с пониженным – 48,6 % (17/35); p = 0,012. Ста-
тистически значимых различий в ОВ в течение пяти лет 
между пациентками с повышенной и сниженной вели-
чиной данного показателя не наблюдалось. 

Отмечалась тенденция к уменьшению частоты раз-
вития рецидивов заболевания и увеличению частоты 
выживаемости больных со сниженным исходным ко-
личеством CD3−CD8+-лимфоцитов (рис. 4А, Б). Час-
тота развития рецидивов заболевания у пациенток 
с повышенной величиной этого показателя состав-
ляла 38,5 % (15/39), а с пониженным – 27,3 % (9/33); 
p = 0,452. Была обнаружена высокая положитель-
ная корреляция количества CD3−CD8+-лимфоцитов 
с количеством CD3+CD16+CD56+-НК-клеток: ρ (95 % 
ДИ) = 0,715 (0,581−0,811), p = 0,000. В связи с этим 
определялось влияние исходного количества НК-
клеток на БРВ и ОВ больных ТН РМЖ: отмечалась 
тенденция к неблагоприятному значению повыше-
ния исходного процента НК-клеток как для БРВ, так 
и для ОВ пациенток, хотя различия между сравни-
ваемыми группами не были статистически значимы 
(рис. 4В, Г). Частота развития рецидивов заболевания 
у пациенток с повышенной величиной этого показа-
теля составляла 40,0 % (16/40), а с пониженным – 25 % 
(8/32); p = 0,215. 

Корреляционная зависимость между количеством 
CD8+CD28+-лимфоцитов и стадией заболевания [ρ = 
-0,183 (95 % ДИ − 0,397–0,049); p = 0,113] была статис-
тически незначимой. В то же время отмечалась слабая 

отрицательная статистически значимая корреляция ко-
личества CD8+CD28+-Т-клеток с возрастом [ρ = -0,320 
(95 % ДИ -0,097 и -0,513), p = 0,005].

Обсуждение 
ТН РМЖ является иммуногенной опухолью и ин-

дуцирует развитие как локального, так и системного 
врожденного и адаптивного иммунитета [23]. Основ-
ными клетками-эффекторами адаптивного противо-
опухолевого иммунного ответа являются цитотоксичес-
кие CD8+-Т-лимфоциты (ЦТЛ) [24, 25]. Проведенный 
K. Wang и соавт. [26] метаанализ 23 исследований ло-
кального иммунного ответа у больных РМЖ, получав-
ших химиотерапию, подтвердил, что наиболее значи-
мым предиктором благоприятного клинического исхода 
был уровень CD8+-лимфоцитов в составе ЛИО, в особен-
ности у пациенток с ТН РМЖ [26]. В настоящей работе 
у больных ТН РМЖ определялась значимость для кли-
нической эффективности химиотерапии (цисплатин + 
паклитаксел) CD8+-популяций лимфоцитов-эффекторов 
системного иммунного ответа. Исследовалась взаимо-
связь исходного уровня циркулирующих CD8+-клеток 
и их популяций (CD3+CD8+, CD8+CD28+, CD8+CD28–, 
CD3–CD8+) со степенью лечебного патоморфоза опу-
холи, прогрессированием заболевания и выживаемо-
стью пациенток. Полученные результаты показали, что 
у пациенток с высокой степенью ЛПО, у больных без ре-
цидива заболевания и у выживших больных количество 
CD8+CD28+-Т-лимфоцитов и величина соотношения 
CD8+CD28+/CD8+CD28–-клеток были выше, чем у па-
циенток с низкой степенью ЛПО, с прогрессированием 
заболевания и у умерших больных. Позитивное значе-
ние этих иммунологических показателей подтвердило 
также их значение для БРВ и ОВ пациенток: повышен-

Рис. 3. Взаимосвязь пятилетней безрецидивной (А) и общей (Б) выживаемости больных трижды негативным раком молочной 
железы с величиной соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28− до начала химиотерапии 
Синяя линия – величина соотношения > Me; красная линия – величина соотношения < Me; L-R – логранговый критерий; 
WCX – критерий Вилкоксона. Медиана БРВ в группе со сниженным показателем 44,3 %. В группе с повышенным показателем не 
достигнута. Медианы ОВ в обеих группах не достигнуты.
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Рис. 4. Взаимосвязь пятилетней безрецидивной (А, В) и общей (Б, Г) выживаемости больных трижды негативным раком молоч-
ной железы с количеством CD3−CD8+ (А, Б) и CD3−CD16+CD56+ (НК) (В, Г) лимфоцитов до начала химиотерапии
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ное исходное количество CD8+CD28+-Т-лимфоцитов 
ассоциировалось с увеличением как БРВ, так и ОВ. 
Увеличение БРВ наблюдалось также при повышении 
величины соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28–-клеток. 
Исходное количество CD8+-лимфоцитов и CD3+CD8+-Т-
клеток не имело статистически значимого влияния на 
частоту БРВ и ОВ обследованных больных, что, скорее 
всего, связано с гетерогенностью этих популяций. 

Результаты проведенного исследования позволяют 
предположить, что повышенное исходное количество 
CD8+CD28+-Т-лимфоцитов и повышенная величина со-
отношения CD8+CD28+/CD8+CD28–-клеток являются 
положительными предиктивными факторами у боль-
ных ТН РМЖ, леченных цисплатином и паклитаксе-
лом. CD8+CD28+-Т-лимфоциты включают в свой со-
став наивные клетки, клетки памяти и цитотоксические 
клетки-эффекторы [27, 28]. G. Song и соавт. [29] пока-
зали, что увеличение числа CD8+CD28+-Т-лимфоцитов 
коррелировало с увеличением выживаемости без про-
грессирования (БРВ) больных метастатическим РМЖ, 
получавших химиотерапию. Хорошо известно, что ре-

цептор CD28 является незаменимой костимуляторной 
молекулой Т-клеток, играющей ключевую роль в пол-
ноценной активации CD8+-ЦТЛ [30]. Современные ис-
следования показывают, что потеря экспрессии маркера 
CD8+CD28+-Т-лимфоцитами может ассоциироваться 
с приобретением ими иммуносупрессивных свойств. 
Все большее число данных свидетельствуют о том, что 
CD8+-Т-клетки, не экспрессирующие рецептор CD28 
(CD8+CD28−), являются уникальной субпопуляцией 
регуляторных Т-клеток, которые оказывают прямое су-
прессивное воздействие на Т-клетки-эффекторы, и их 
супрессорная активность показана при различных вари-
антах рака [24, 31]. По данным G. Song и соавт., высокий 
уровень циркулирующих CD8+CD28−-T-лимфоцитов 
ассоциировался с плохим прогнозом заболевания 
у больных метастатическим РМЖ, получавших химио-
терапию [29] или адоптивную Т-клеточную терапию 
после адъювантной химиотерапии [32]. Однако эти 
клетки функционально неоднородны и могут проявлять 
не только регуляторную, но и цитотоксическую актив-
ность в зависимости от патологического состояния 
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и нозологического варианта опухоли. Например, у боль-
ных меланомой CD8+CD28−-Т-клетки экспрессируют 
перфорин и вносят вклад в противоопухолевый иммун-
ный ответ [24]. В настоящем исследовании исходное 
количество клеток данной популяции не имело значи-
мого влияния на БРВ и ОВ пациенток, однако повы-
шение величины соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28– 

в пользу CD8+-лимфоцитов, экспрессирующих маркер 
CD28, имело позитивное значение для результатов ле-
чения. Помимо Т-клеток с различной функциональной 
активностью, популяция CD8+-лимфоцитов включает 
в свой состав и НК-клетки, экспрессирующие этот мар-
кер. Результаты показали, что  количество CD3−CD8+-
лимфоцитов ПК было выше у умерших пациенток, по 
сравнению с живыми: 7,5 % (4,5 % и 9,0 %) и 5,0 % (3,3 % 
и 7,4 %) соответственно. Отрицательное значение по-
вышенного процента этих клеток до лечения было вы-
явлено также при изучении кривых выживания, хотя 
различия между группами больных с повышенными 
и пониженными показателями не были статистичес-
ки значимы. Частота развития рецидивов была выше 
в группе с повышенным числом этих клеток. Обнару-
женная в работе высокая положительная корреляция 
между CD3−CD8+-клетками и CD3−CD16+CD56+-НК-
клетками послужила основанием для определения 
влияния исходного числа НК-клеток на БРВ и ОВ па-
циенток. Сравнение кривых безрецидивного и общего 
выживания, как и в случае CD3−CD8+-лимфоцитов, по-
казало, что повышение процента НК-клеток до лечения 
имеет в основном неблагоприятное, хотя и статисти-
чески незначимое влияние на выживаемость больных 
ТН РМЖ. Частота развития рецидивов была в 1,6 раза 
меньше у больных со сниженным показателем, чем 
у больных с повышенным процентов НК-клеток. Можно 

предположить, что обнаруженная в данном исследова-
нии тенденция к отрицательному влиянию НК-клеток 
на результаты лечения больных ТН РМЖ во многом 
связана с наличием CD8+-популяции в их составе. По-
казано также, что НК-клетки могут оказывать не только 
положительное, но и отрицательное влияние на актив-
ность Т-клеток [33]. 

Обнаруженная в работе слабая отрицательная статис-
тически значимая корреляция количества CD8+CD28+-
Т-клеток с возрастом [ρ = -0,320 (95 % ДИ -0,097 
и -0,513), p = 0,005] указывает на необходимость прове-
дения подробного исследования взаимосвязи возраста 
с показателями иммунитета у больных ТН РМЖ с вклю-
чением в него более значительного числа популяций 
лимфоцитов врожденного и адаптивного иммунитета.

Заключение
Полученные результаты позволяют предположить, 

что популяция CD8+CD28+-лимфоцитов ПК и величина 
соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28− могут являться 
возможными иммунологическими предиктивными фак-
торами у пациенток со II–III стадиями ТН РМЖ, полу-
чавших неоадъювантную химиотерапию цисплатином 
и паклитакселом. 
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Авербах М.М., Панова Л.В., Овсянкина Е.С., Хитева А.Ю. 

Роль сывороточного амилоида А 
и С-реактивного белка в прогнозировании 
послеоперационных осложнений 
и обострения туберкулезного процесса 
после хирургического вмешательства 
у детей старшего возраста и подростков

Федеральное государственное бюджетное учреждение «Центральный научно-исследовательский институт 
туберкулеза» Министерства науки и высшего образования, 107564, г. Москва, Российская Федерация

Резюме
Введение. Поиск ранних лабораторных маркеров, указывающих на развитие обо-

стрения или осложнения основного процесса у детей и подростков, оперированных по 
поводу туберкулеза, является актуальной проблемой.

Цель исследования – изучить изменения уровня белков острой фазы воспаления – 
сывороточного амилоида А (САА) и С-реактивного белка (СРБ) – до операции, через 
1 нед и 1–6 мес после ее проведения для раннего прогнозирования послеоперационных 
осложнений и обострения туберкулеза.

Материал и методы. Исследованы 28 пациентов, которым на разных сроках химио-
терапии (ХТ) проведены оперативные вмешательства различного объема. Сформиро-
ваны 2 группы: 1-я – 22 пациента (без осложнений и прогрессирования туберкулеза), 
2-я – 6 пациентов (послеоперационные осложнения – 4, прогрессирование туберкулеза – 2). 
Уровни САА и СРБ изучали методом иммуноферментного анализа. 

Результаты. В 1-й группе уровень САА до оперативного вмешательства составлял 
13,11 ± 0,63 мкг/мл, во 2-й группе – 14,86 ± 0,72 мкг/мл, эти значения достоверно не раз-
личались. Через 1 нед после операции в 1-й группе уровень САА был достоверно ниже, 
чем во 2-й группе (12,3 ± 0,57 мкг/мл и 15,2 ± 0,6 мкг/мл; р = 0,001747). Подобные разли-
чия сохранялись и через 1 мес (13,57 ± 0,46 мкг/мл и 18,5 ± 0,21 мкг/мл, р = 0,0096; соот-
ветственно). Уровень СРБ в исследованных группах имел сходную динамику. Через 1 нед 
и через 1 мес после операции во 2-й группе отмечен достоверный подъем уровня СРБ: 
18,8 ± 0,76 мг/л и 14,75 ± 1,4 мг/л (р = 0,017581), и 18,6 ± 1,1 мг/мл и 12,8 ± 1,73 мг/мл
(р = 0,009067) соответственно.

Заключение. Одновременное повышение уровней СРБ и САА на ранних сроках 
после операции служит прогностическим критерием послеоперационного осложнения 
(экссудативный плеврит) или обострения туберкулеза.

Ключевые слова: обострение туберкулеза; послеоперационные осложнения; дети; подростки; сывороточный 
амилоид А; С-реактивный белок 
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Введение
В настоящее время наряду со снижением показателя за-

болеваемости туберкулезом детей (2018 г. – 8,3; 2017 г. – 
9,6 на 100 000 детей) и подростков (соответственно 21, 2 
и 18,1 на 100 000 подростков) отмечается увеличение 
доли больных с множественной лекарственной устой-
чивостью микобактерий туберкулеза (МЛУ МБТ) среди 
бактериовыделителей (2018 г. – 30,0 и 36,8 на 100 000, 
а в 2017 г. – 39,9 и 47,5 на 100 000 соответственно) [1]. 
В комплексном лечении этой категории пациентов зна-
чительное место занимают хирургические методы, что 
требует тщательного наблюдения в послеоперационном 
периоде. В связи с этим поиск новых лабораторных кри-

териев раннего прогнозирования послеоперационных 
осложнений и обострения туберкулеза после хирурги-
ческого вмешательства до развития рентгенологичес-
ких изменений являются актуальной задачей [2].

Основными инициирующими факторами развития 
тканевой и системной воспалительной реакций при 
туберкулезе являются как антигены микобактерий, так
и молекулы эндогенного происхождения, возникающие 
вследствие тканевого стресса в очаге инфекции, что со-
провождается поступлением в системный кровоток из 
очага воспаления различных цитокинов и медиаторов 
воспаления [3]. Наиболее изученными маркерами реак-
ций системного воспалительного ответа являются белки 

Averbakh M.M., Panova L.V., Ovsyankina E.S., Khiteva A.Yu.

The importance of serum amyloid A and C-reactive protein 
in predicting postoperative complications and exacerbation 
of tuberculosis after surgical intervention in children of older age
Central Tuberculosis Research Institute of the Ministry of Higher Education and Science of the Russian Federation, 
107564, Moscow, Russian Federation

Summary
Introduction. The search for early laboratory markers of tuberculosis progression after 

surgical treatment in children and adolescents is an urgent problem.
Aim. Analysis of the level of production of markers of the acute phase of infl ammation – 

serum amyloid A (SAA) and C-reactive protein (CRP) – before and after surgery in dynamics 
in order to predict postoperative complications and exacerbate the tuberculosis process. 
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patients who lacked complications and progression of tuberculosis. The 2nd group included 
6 patients with postoperative signs of tuberculosis progression. 
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In the 1st group, the SAA level before surgery was 13.11 ± 0.63 μg/ml, in the 2nd group – 14.86 ± 
0.72 μg/ml and had no statistical differences. After 1 week after surgery in the 1st group patients, 
SAA level was signifi cantly lower than in the 2nd group (12.3 ± 0.57 and 15.2 ± 0.6 μg/ml, respec-
tively, p = 0.001747). Similar differences occurred after 1 month (13.57 ± 0.46 μg/ml and 18.5 ± 
0.21 μg/ml, p = 0.0096). The CRP level had similar dynamics. One week and one month after the 
operation, the2nd group patients had a reliable rise of the CRP level (14.75 ± 1.4 mg/l and 18.8 ±
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острой фазы воспаления, функции и уровни продукции 
большинства которых при туберкулезе достаточно хо-
рошо изучены [4]. Уровень С-реактивного белка (СРБ) 
является информативным и наиболее широко исполь-
зуемым критерием. Уровень СРБ у больных плеври-
том туберкулезной этиологии в плевральной жидкости 
и сыворотке достаточно высок (30 мг/л и 65,5 мг/л со-
ответственно), что значительно превышает его содер-
жание в образцах, взятых от больных плевритом иной 
этиологии [5]. J. Brown и соавт. [6] исследовали содер-
жание сывороточного СРБ в зависимости от выражен-
ности туберкулезного процесса и наличия бактерио-
выделения. Уровень СРБ в случаях распространенных 
процессов и бактериовыделения был значительно выше, 
чем при ограниченных процессах без бактериовыде-
ления – 49 мг/л (16–103 мг/л) и 19 мг/л (5–72 мг/л); 
p < 0,001 [6].

Сывороточный амилоид А (СAA) также является 
быстро и сильно реагирующим маркером острой фазы 
воспаления. Его динамика и функция достаточно хо-
рошо изучены при различных формах туберкулеза [7–9]. 
Исследования значимости уровня продукции САА при 
туберкулезе у больных детей и подростков немного-
численны, и наиболее низкие показатели выявлены 
у детей 1–6 лет с первичным туберкулезным комплек-
сом. У группы больных с вторичными формами ту-
беркулеза и бактериовыделением при положительной 
рентгенологической динамике в легких после 3-месяч-
ного курса лечения исходные показатели САА были до-
стоверно выше, чем у детей без бактериовыделения, и 
быстро  снижались под влиянием химиотерапии. Наибо-
лее высокие показатели СAA отмечены в группах боль-
ных с деструктивными изменениями в легочной ткани 
и милиарным туберкулезом. У данной категории по-
ложительная динамика изменения концентрации СAA 
под воздействием противотуберкулезной химиотера-
пии была выражена незначительно. Авторы проводили 
параллельное исследование концентрации СРБ у этих 
больных и динамика его изменения была сходна с по-
казателями СAA [10]. 

Г.О. Каминск ая и соавт. [11] также сопоставляли 
показатели СAA и СРБ у взрослых больных активным 
туберкулезом. Авторы показали, что чувствительность 
определения СAA в качестве маркера активности про-
цесса выше, чем у СРБ, поскольку его повышенные зна-
чения обнаруживались у 99,0 % больных, тогда как по-
казатели СРБ в 19,3 % случаев укладывались в пределы 
нормы. Степень повышения уровня СAA также была 
гораздо выше: превышающие 100 мг/л значения со-
держания СAA наблюдались у 68,8 % больных, а СРБ – 
лишь в 11,1 % случаев. Степень повышения уровня СAA 
была прямо связана с выраженностью интоксикации 
и массивностью бактериовыделения, видом лекарствен-
ной устойчивости МБТ, распространенностью процесса 
и наличием деструкции легочной ткани. Тем не менее 
даже у больных с ограниченными процессами, без рас-
пада и бактериовыделения, средние показатели СAA 
группировались вокруг уровня 100 мг/л, т. е. на порядок 

превышали верхнюю границу нормы. Максимальные 
значения уровня СAA у больных туберкулезом легких 
достигали 247 мг/л. При благоприятном эффекте лече-
ния через 3 мес химиотерапии уровень СAA снижался 
примерно вдвое, но оставался значительно увеличен-
ным по отношению к норме. При неэффективном лече-
нии он существенно не менялся.

В научной литературе мы не встретили работ, по-
священных изучению динамики СРБ и САА у детей 
и подростков после хирургического вмешательства по 
поводу туберкулеза органов дыхания и их значимости 
для оценки развития послеоперационных осложнений 
и обострения заболевания.

Цель исследования – изучить изменения уровня 
маркеров острой фазы воспаления (САА и СРБ) до опе-
рации, через 1 нед и 1–6 мес после ее проведения для 
раннего прогнозирования послеоперационных ослож-
нений и обострения туберкулеза. 

Материал и методы
Проведено когортное проспективное исследование 

за 2018–2019 гг., в которое включены 28 пациентов. 
Структура клинических форм туберкулеза органов ды-
хания на момент планового оперативного вмешатель-
ства представлена на рисунке.

Из рисунка видно, что в структуре клинических форм 
туберкулеза органов дыхания преобладали туберкулемы – 
67,9 % (из них с распадом 21,4 %), в равном проценте 
случаев (по 7,1) − фиброзно-кавернозный туберкулез, 
эмпиема плевры и «туморозная» форма туберкулеза 
внутригрудных лимфатических узлов (ТВГЛУ), экс-
судативный плеврит в фазе осумкования, кавернозный 
туберкулез и казеозная пневмония – по 3,6 %. 

19; 67,9 %*

1; 3,6 %
1; 3,6 %

1; 3,6 %

2; 7,1 %

2; 7,1 %

2; 7,1 %
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Кавернозный туберкулез

Структура клинических форм туберкулеза на момент операции
* из них с распадом – 6 (21,4%)
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Всем пациентам на разных сроках химиотерапии 
проведены оперативные вмешательства различного 
объема (табл. 1). Операции выполнены в плановом 
порядке, на момент их проведения признаки лабора-
торной (в гемограмме: ускоренная СОЭ, лейкоцитоз, 
сдвиг лейкоцитарной формулы влево) и рентгеноло-
гической активности воспалительного процесса от-
сутствовали.

Из табл. 1 видно, что наиболее часто выполнялись 
краевые резекции легких в объеме до 2 сегментов – 
в 35,7 % случаев, комбинированные резекции легких – 
в 17,9 % и анатомические резекции до 2 сегментов – 
в 17,8 %. 

Кровь для исследования уровня САА и СРБ брали 
до оперативного вмешательства, через неделю после 
операции и далее − ежемесячно до завершения основ-
ного курса ХТ. Оценку уровня маркеров острой фазы 
воспаления определяли методом иммуноферментного 
анализа в плазме с К3ЭДТА, полученной центрифугиро-
ванием образцов периферической крови исследуемых 
больных. 

САА определяли с помощью набора SEA885Hu 
(Cloud-Clone Corp., США), согласно инструкции изго-
товителя. Диапазон определения тест-системы – 1,56–
100 нг/мл, минимальная определяемая концентрация – 
0,66 нг/мл. Образцы плазмы предварительно разводили 
1 : 100 с помощью раствора для разведения. Получен-
ные результаты выражали в мкг/мл.

СРБ тестировали с помощью набора реагентов для 
высокочувствительного иммуноферментного определе-
ния СРБ-ИФА («Вектор Бест», Российская Федерация). 
Диапазон определения: 0,1–200 ME/л, чувствитель-
ность – 0,05 МЕ/л. Образцы плазмы предварительно 
разводили 1 : 100 с помощью раствора для разведения. 
Полученные показатели пересчитывали в мг/л с исполь-
зованием коэффициента пересчета 1,020. 

Все пациенты находились под наблюдением фтизи-
атра и хирурга. Через 14 дней после операции выпол-
няли обзорную рентгенограмму органов грудной клетки 
в двух проекциях (прямой и боковой на стороне опера-
ции) для оценки расправления оперированного легкого 
и мониторинга развития реактивного плеврита. При 
рентгенологических признаках плеврита и в случаях 

наличии жалоб на боль в грудной клетке проводили уль-
тразвуковое исследование (УЗИ) плевральной полости 
для оценки объема экссудата.

Компьютерную томографию органов грудной клетки 
(КТ ОГК) проводили на различных сроках после опе-
рации: 

 • при объеме операции менее 2 сегментов, отсут-
ствии у пациента симптомов обострения заболе-
вания или осложнений КТ ОГК проводили через 
2 мес после операции; 

 • при операциях большого объема (более 2 сегмен-
тов), комбинированных резекциях более 3 сегмен-
тов и плевропульмонэктомии − через 1 мес после 
оперативного вмешательства с целью контроля 
расправления оперированного легкого и форми-
рования фиброторакса; в последующем – каждые 
2 мес до завершения основного курса ХТ.

Статистическую обработку материала проводили 
с помощью программы Microsoft Excel. Для каж-
дой группы вычисляли среднее арифметическое (М), 
ошибку среднего (m) и доверительный интервал (ДИ). 
Сравнение групповых средних проводили с помощью 
критерия Cтьюдента. Статистическая значимость счи-
талась достигнутой при p < 0,05.

Результаты
С целью изучения влияния травмы легочной ткани 

при оперативном вмешательстве на показатели маркеров 
острой фазы воспаления пациенты были разделены на 
2 группы. В 1-й группе (n = 15) объем оперативного 
вмешательства составил 1–2 сегмента легочной ткани, 
во 2-й группе (n = 13) – более 2 сегментов (табл. 2).

Изучение показателей сывороточного амилоида А 
и СРБ в исследованных группах не выявило статистичес-
ки значимых различий в зависимости от объема опера-
тивного вмешательства до операции и через 1 нед после 
оперативного вмешательства.

С целью изучения прогностического значения (по-
слеоперационные осложнения, прогрессирование ту-
беркулезного процесса) повышения показателей мар-
керов острой фазы воспаления были сформированы 
2 группы. В 1-ю группу включены 22 больных (без после-
операционных осложнений и прогрессирования тубер-

Таблица 1. Объем и виды оперативного вмешательства 

Объем и вид операции Абс. число Доля (%)
Краевая резекция 1 сегмента 6 21,4
Комбинированная резекция 3–4 сегментов (в том числе 1 с лимфодиссекцией 3 групп с ВГЛУ) 5 (1) 17,9 (3,6)
Краевая резекция 2 сегментов 4 14,3
Анатомическая резекция 2 сегментов 3 10,7
Плеврэктомия 3 10,7
Лобэктомия 2 7,1
Анатомическая резекция 1 сегмента 2 7,1
Плевропульмонэктомия 2 7,1
Лимфодиссекция 3 групп с ВГЛУ 1 3,6
ВСЕГО 28 100

Примечание. ВГЛУ – туберкулез внутригрудных лимфатических узлов. 
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кулеза), во 2-ю группу − 6 больных (послеоперацион-
ные осложнения – 4, прогрессирование туберкулезного 
процесса – 2). У 4 больных с осложнением отмечено 
развитие плеврита объемом от 50 до 120 мл.

Изучение уровня и динамики САА в 1-й группе по-
казало, что его уровень до оперативного вмешательства 
составлял 13,11 ± 0,63 мкг/мл. Во 2-й группе этот по-
казатель составил 14,86 ± 0,72 мкг/мл, что статисти-
чески не отличалось от соответствующего значения 
в 1-й группе (табл. 3). 

Через 1 нед и через 1 мес после операции 
в 1-й группе уровень САА был достоверно ниже, чем 
во 2-й группе (12,3 ± 0,57 мкг/мл и 15,2 ± 0,6 м кг/мл;
р = 0,001747 и 13,57 ± 0,46 мкг/мл и 18,5 ± 0,21 мкг/мл;
р = 0,0096 соответственно). В последующие сроки на-
блюдения показатели в группах колебались незначи-
тельно и не имели статистически достоверных разли-
чий. 

Уровень СРБ до оперативного вмешательства ста-
тистически не различался в исследуемых группах 
и находился в 1-й группе на уровне 10,3 ± 1,4 мг/л 
и во 2-й группе 14,85 ± 2,17 мг/л (табл. 4).

Во 2-й группе по сравнению с 1-й группой через 
1 нед и через 1 мес после операции отмечен досто-
верный подъем уровня СРБ (18,8 ± 0,76 мг/л и 14,75 ± 
1,4 мг/л; р = 0,017581 и 18,6 ± 1,1 мг/мл и 12,8 ± 
1,73 мг/мл; р = 0,009067 соответственно). 

Таким образом, повышение уровней САА и СРБ 
после операции свидетельствует о развитии вос-
паления и требует дополнительных исследований 
с целью выявления послеоперационных осложнений 
или обострения туберкулеза. Последующий анализ 
показал, что у 4 пациентов с послеоперационными 
плевритами во всех случаях подъем САА и СРБ пред-
шествовал выявлению экссудата в плевральной поло-
сти, по данным УЗИ. Развитие осложнений было диаг-
ностировано, по данным УЗИ плевральной полости, 
в 1 случае через 2 нед после операции, в 3 – через 1 мес. 
При этом во всех случаях не наблюдалось клинической 
картины развившихся осложнений в виде болей в груд-
ной клетке. Следует отметить, что показатели, отражаю-
щие воспалительные изменения, в гемограмме также 
отсутствовали. Обострение специфического процесса 
было отмечено в 2 случаях. В обоих случаях обостре-
ние выявлено по результатам КТ ОГК. У 1 пациента 

через 1 мес после операции, по данным КТ ОГК, про-
веденного досрочно, учитывая большой объем опера-
ции (комбинированная резекция), отмечено появление 
фокуса инфильтрации с нечеткими контурами в опе-
рированном легком. В другом случае при плановом 
контроле КТ ОГК через 2 мес после операции выяв-
лен инфильтрат с полостью распада до 3 мм в диаме-
тре. Коррекция химиотерапии позволила достичь по-
ложительной рентгенологической динамики: в одном 
случае через 4 мес после операции отмечено полное 
рассасывание инфильтрации, в другом – через 2 мес 
после операции (через 1 мес после коррекции схемы 
химиотерапии) отмечено закрытие полости распада.

Обсуждение
На настоящий момент основная масса работ в области 

иммунологии туберкулезной инфекции сосредоточена на 
двух основных направлениях, которыми являются по-
иск критериев иммунологической диагностики латент-
ной стадии ее течения и активности различных форм 

Таблица 2. Показатели маркеров острой фазы воспаления до операции и через неделю после операции в зависимости от объема 
оперативного вмешательства

Маркеры острой 
фазы воспаления

Объем операции 1–2 сегмента
(n = 15)

Объем операции более 2 сегментов 
(n = 13)

перед операцией через 1 нед 
после операции

перед операцией через 1 нед 
после операции

Сывороточный ами-
лоид А (мкг/мл)

12,58 ± 0,9
ДИ ±1,76

11,90 ± 0,3
ДИ ±0,59

14,28 ± 0,49
ДИ ± 0,96

14,36 ± 0,55
ДИ ±1,07

С-реактивный белок 
(мг/л)

12,45 ± 1,13
ДИ ±2,21

16,1 ± 2,2
ДИ ±4,31

13,9 ± 0,9
ДИ ±1,76

17,1 ± 2,17
ДИ ±4,25

Примечание. Здесь и в табл. 3: ДИ – доверительный интервал. 

Таблица 3. Показатели сывороточного амилоида А (мкг/мл) 
до и после операции в зависимости от наличия послеопера-
ционных осложнений или прогрессирования туберкулезного 
процесса

Срок исследо-
вания

1-я группа 
(n = 22)

2-я группа 
(n = 6)

До операции 13,11 ±0,63
ДИ ± 1,23

14,86 ± 0,72
 ДИ ± 1,41

После операции

1 нед 12,3 ± 0,57
ДИ ± 1,1

15,2 ± 0,6*
ДИ ± 1,17

1 мес 13,57 ± 0,46
ДИ ± 0,9

18,5 ± 0,21**
ДИ ± 0,41

2 мес 13,28 ± 0,51
ДИ ± 0,99

17,71 ± 2,1
ДИ ± 4,1

3 мес 14,6 ± 1,1
ДИ ± 2,15

14,25 ± 1,2
ДИ ± 2,35

4 мес 13,2 ± 0,65
ДИ ± 1,27

 14,63 ± 0,52
ДИ ± 1,01

5 мес 13,8 ± 1,1
ДИ ± 2,15

 15,05 ± 0,52
ДИ ± 1,01

6 мес 14,9 ± 1,1
ДИ ± 2,15

15,6 ± 0,83
ДИ ± 1,62

Примечание. * – р = 0,001747; ** – р = 0,0001.
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туберкулеза [12]. Исследования, посвященные прог-
нозированию риска обострения туберкулезного про-
цесса после оперативного вмешательства, единичные 
и касаются взрослого контингента больных. А.В. Елькин 
и соавт. [13] представили данные о развитии обостре-
ния специфического процесса в виде эмпиемы плевры 
у 37 % больных, оперированных по поводу фиброзно-
кавернозного туберкулеза. Прогностическими небла-
гоприятными критериями стали совокупность и опре-
деленный уровень до операции ряда биохимических
показателей (аденозиндезаминаза-1, сывороточный аль-
бумин, α2-макроглобулин и ингибитор α1-протеазы) [13].

Роль белков острой фазы воспаления (СРБ и САА) 
при туберкулезе исследовали в основном для контроля 
эффективности лечения. M.A. De Groote и соавт. (2013) 

использовали высокоспецифичную мультиплексную 
платформу определения большого числа белков в сыво-
ротке 39 больных с активной формой туберкулеза. Мо-
ниторинг белковых показателей проводили до начала 
и через 8 нед специфической терапии. Было показано, 
что СРБ, СAA, гаптоглобин и ингибитор α1-протеазы 
снижались к 8-й неделе практически у всех больных. 
Активность туберкулезного процесса (бактериовыде-
ление, наличие полостей распада) выражалась в более 
высоких показателях СРБ и СAA лишь у половины 
исследованных больных [14]. Исследования уровней 
СРБ и САА у детей и подростков, больных туберку-
лезом, дают более противоречивые результаты [15], 
и значимость этих маркеров для прогнозирования после-
операционных осложнений и обострения туберкулез-
ного процесса после хирургического вмешательства 
ранее не изучались. Вместе с тем новые данные о струк-
туре и функции СРБ и САА и современные методы их 
определения с помощью высокочувствительных тест-
систем могут значительно расширить диагностические 
и прогностические возможности данных маркеров [6, 9]. 

Выводы
1. Объем операции, выполненной в плановом по-

рядке по поводу туберкулеза органов дыхания, не влияет
на уровни САА и СРБ через 1 нед после оперативного 
вмешательства.

2. Одновременное повышение уровней СРБ и САА 
на ранних сроках после операции (1 нед, 1 мес) свиде-
тельствует о развитии воспалительного процесса и слу-
жит прогностическим критерием послеоперационного 
осложнения (экссудативный плеврит) или обострения 
туберкулезного процесса. 
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редактирование – Панова Л.В.

Таблица 4. Показатели С-реактивного белка плазмы кро-
ви (мг/л) до и после оперативного лечения в сравниваемых 
группах 

Срок 
исследования

1-я группа 
(n = 22)

2-я группа 
(n = 6)

До операции 10,3 ± 1,4
ДИ ± 2,74

14,85 ± 2,17
ДИ ± 4,25

После операции

1 нед 14,75 ± 1,4
ДИ ± 2,74

18,8 ± 0,76*
ДИ ± 1,49

1 мес 12,8 ± 1,73
ДИ ± 3,4

18,6 ± 1,1**
ДИ ± 2,16

2 мес 10,36 ± 1,75
ДИ ± 3,43

14,83 ± 2,63
ДИ ± 4,62

3 мес 4,4 ± 0,83
ДИ ± 1,63

11,14 ± 2,84
ДИ ± 5,57

4 мес 7,9 ± 1,8
ДИ ± 3,53

9,56 ± 3,38
ДИ ± 6,62

5 мес 7,5 ± 1,5
ДИ ± 2,94

10,3 ± 3,25
ДИ ± 6,37

6 мес 5,1 ± 1,28
ДИ ± 2,51

10,53 ± 2,7 
ДИ ± 5,29

Примечание. * – р = 0,017581; ** – р = 0,009067.
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Маркелова Е.В.1, Лазанович В.А.1, Шуматов В.Б.1, Малков В.А.1, 
Евсег неева И.В.2 

Клиническая оценка В- и Т-лимфоцитов у пациентов 
с хирургическим сепсисом
1  Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования «Тихоокеан-
ский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
690002, г. Владивосток, Российская Федерация

2  Федеральное автономное образовательное учреждение высшего образования Первый Московский государ-
ственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Министерства здравоохранения Российской Феде-
рации (Сеченовский Университет), 119991, г. Москва, Российская Федерация

Резюме 
Введение. Иммунные нарушения при сепсисе включают в себя широкий спектр ре-

акций от «цитокинового шторма» до глубокой иммуносупрессии. Клеточные реакции 
врожденного и адаптивного иммунитета ответственны за меняющийся сценарий на раз-
ных этапах заболевания. Исследований, касающихся аспектов механизмов иммунного 
ответа со стороны клеток адаптивного иммунного ответа при сепсисе, мало. Отмечены 
важные изменения количественного состава и роль В- и Т-лимфоцитов в регуляции вос-
паления на различных этапах течения сепсиса. Вопрос о возможности их использования 
в качестве биомаркеров при септических состояниях и критериев при диагностике его 
фенотипов и эндотипов остается открытым. 

Цель исследования – провести расширенное исследование клеточного звена адаптив-
ного иммунитета при различных клинических вариантах течения сепсиса в динамике. 

Материал и методы. Представлены данные проспективного исследования, в ко-
тором были проанализированы результаты состояния клеток адаптивного иммуни-
тета 43 пациентов. С учетом тяжести состояния и выраженности органной недоста-
точности они были распределены на группы по шкале – SOFA (Sepsis-related Organ 
Failure Assessments Score Sequential Organ Failure Assessment). Забор крови прово-
дился у пациентов в первые 48 ч после поступления в отделение интенсивной терапии 
и на 21–28-е сутки заболевания. Определение уровня В- и Т-лимфоцитов (CD3+CD19+, 
CD3+CD19-, CD3+CD4+, CD3+CD8+), а также субпопуляций Т-лимфоцитов Th1 
(CD3+CD4+ИФНγ+), Th2 (CD3+CD4+ИЛ-4+), Treg (CD3+CD4+CD25brightCD127negCD45+) 
осуществляли методом проточной цитометрии. 

Результаты. Отмечена лимфопения на 21–28-е сутки заболевания в группе с более 
тяжелым течением сепсиса (p < 0,05), как относительно группы сравнения, так и по отно-
шению к показателям дебюта болезни. Уровень CD19+-лимфоцитов был снижен в группе 
с более выраженной тяжестью органной дисфункции относительно группы сравнения 
(p < 0,05) на 21–28-е сутки. В группах с различной степенью органной дисфункции 
на начальной стадии заболевания (первые 48 ч) не выявлено дисбаланса соотношения 
Th1 и Th2. На более поздних стадиях (21–28-е сутки) преобладает Th2-субпопуляция 
Т-лимфоцитов (p < 0,05), а в группе с выраженной органной дисфункцией зарегистриро-
вано повышенное содержание Treg (p < 0,01). 

Заключение. Выявлены минимальные изменения со стороны клеток адаптивного 
иммунитета на начальных стадиях сепсиса, независимо от тяжести течения и степени ор-
ганной дисфункции. На более поздних сроках (21–28-е сутки) зафиксировано снижение 
CD19+-лимфоцитов, преобладание Th2-субпопуляции над Th1 (p < 0,05), повышенное 
содержание Treg. Одним из маркеров, позволяющих определять наступление иммуносу-
прессивной фазы сепсиса, может явиться количество Treg. 
Ключевые слова: проточная цитометрия; В-лимфоциты; Т-лимфоциты; Т-регуляторные лимфоциты; сепсис; 
прогноз
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Abstract
Introduction. Immune disorders in sepsis include a wide range of reactions from the 

«cytokine storm» to deep immunosuppression. The cellular reactions of the innate and adaptive 
immune systems are responsible for the changing scenario at different stages of the disease. 
There is very limited studies on aspects of the mechanisms of the immune response by adaptive 
immune response cells in sepsis. Important changes in the quantitative composition and the role 
of B- and T-lymphocytes in the regulation of infl ammation at different stages of sepsis were 
noted. The question  of the possibility of their use as biomarkers in septic conditions and criteria 
for the diagnosis of its phenotypes and endotypes remains open.

The aim. An expanded study of the cellular adaptive immunity in various clinical course 
options of sepsis in dynamics.

Material and methods. The data of a prospective study are presented in which the 
results of the state of cells of adaptive immunity of 43 patients were analyzed. Given the 
severity of the condition and the severity of organ failure, they were divided into groups on 
a scale of SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessments Score Sequential Organ Failure 
Assessment). Blood sampling was performed in patients in the fi rst 48 hours after admission 
to the intensive care unit and on days 21–28 of the disease. Determination of the level 
of B- and T-lymphocytes (CD3+CD19+, CD3+CD19-, CD3+CD4+, CD3+CD8+), as well as 
subpopulations of T1 lymphocytes Th1 (CD3+CD4+IFNγ+), Th2 (CD3+CD4+IL-4+), Treg 
(CD3+ CD4+CD25brightCD127negCD45+) was carried out by fl ow cytometry. 

Results. Lymphopenia was noted on days 21–28 of the disease in the group with a more 
severe course of sepsis (p < 0.05), both in comparison with the comparison group and relative 
to the initial stage of observation. The level of CD19+-lymphocytes was reduced in the 
group with a more pronounced severity of organ dysfunction compared with the comparison 
group (p < 0.05) on days 21–28. In groups with varying degrees of organ dysfunction at the 
initial stage of the disease (the  fi rst 48 hours) there was no imbalance in the ratio of Th1 
and Th2. At later stages, days 21–28, Th2 subpopulations of T-lymphocytes predominate 
(p < 0.05), and in the group with severe organ dysfunction, increased content of Treg (p < 0.01) 
was recorded.

Conclusion. Minimal changes were revealed on the part of adaptive immunity cells at 
the initial stages of sepsis, regardless of the severity of the course and the degree of organ 
dysfunction. At a later date (21–28 days) in patients of both groups (depending on the 
severity of organ dysfunction), a decrease in CD19+-lymphocytes, a predominance of Th2-
subpopulation of T-lymphocytes over Th1 (p < 0.05), an increased content of Treg compared 
with the comparison group was revealed. One of the markers that can determine the onset 
of the immunosuppressive phase of sepsis may be the quantifi cation of Treg.
Keywords: fl ow cytometry; B-lymphocytes; T-lymphocytes; regulatory T-lymphocytes; sepsis; prognosis
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Клиническая иммунология

Введение
В настоящее время сепсис определен как угрожаю-

щая жизни органная дисфункция, вызванная дисрегу-
ляторным ответом организма на инфекцию [1]. Тем не 
менее в широком смысле под сепсисом продолжают 
понимать патологический процесс, в основе которого 
лежит генерализованная (системная) воспалительная 
реакция на повреждение инфекционной природы (бак-
териальной, вирусной, грибковой) [2]. Основу данного 
состояния составляют сложные клеточные взаимодей-
ствия врожденного и адаптивного иммунного ответа, 
реализующегося в ответ на инфекцию и/или эндоген-
ные молекулы – Danger-associated molecular patterns 
(DАМР), которые образуются в большом количестве 
при некрозе или ином клеточном дистрессе [3]. 

Работ о роли клеток врожденного иммунитета, про-
дуцируемых ими цитокинов, биомаркеров системного 
воспаления достаточно много, а исследований, каса-
ющихся аспектов механизмов иммунного ответа со 
стороны клеток адаптивного иммунитета при сепсисе,  
весьма ограниченно. Адаптивный иммунный ответ осу-
ществляется Т- и В-клетками. Они высокоспецифичны, 
образуются в результате клональной экспансии de novo 
в ответ на антиген, узнаваемый при помощи паттерн-
распознающих рецепторов (PRR) клеток врожденного 
иммунитета после обработки микробных пептидов 
антиген-презентирующими клетками. Иммунные ре-
акции клеток адаптивного иммунитета отсрочены по 
времени, поэтому в начале иммунный ответ при сеп-
сисе, который часто характеризуют как «цитокино-
вый шторм» с высвобождением большого количества 
про- и противоспалительных цитокинов, связывают 
с реакциями именно врожденного иммунитета. Во мно-
гом именно поэтому принято считать, что изменения 
в начальной фазе воспаления при сепсисе со стороны 
адаптивного иммунитета минимальны. Тем не менее 
они характеризуются лимфопенией, повышением со-
держания нейтрофилов и, по мнению некоторых ис-
следователей, это может быть сопряжено с тяжестью 
клинического течения заболевания [4]. Но в других ра-
ботах данные о прогностической роли количественных 
изменений уровня лимфоцитов (CD3+, CD4+, CD8+), на 
ранних этапах воспалительной реакции подвергались 
сомнению и не нашли подтверждения [5]. В рамках 
другого исследования с использованием многовари-
антного регрессионного анализа Кокса, с учетом таких 
показателей, как пол, возраст, APACHE II, уровень им-
муноглобулинов, факторов комплемента (С3, С4), ос-
новных клеточных субпопуляций лимфоцитов (CD3+, 
CD4+, CD8+, НК-клетки), было установлено отсутствие 

корреляционных связей с тяжестью течения септичес-
кого процесса и летальностью [6]. Исследования, от-
ражающие количественные показатели В-лимфоцитов, 
также немногочисленны. Показано, что на начальных 
стадиях септического процесса их уровень не претер-
певает значительных изменений [7]. 

Количественная оценка основных иммунных кле-
ток, реализующих адаптивный иммунитет, может быть 
начальным и наиболее доступным методом, отражаю-
щим состояние иммунного ответа при септической па-
тологии в широкой клинической практике. Следующим 
уровнем диагностики может быть определение субпо-
пуляций клеток, в частности Т-лимфоцитов, с оценкой 
экспрессии маркеров, отражающих их функциональное 
состояние. Именно клетки иммунной системы и их ак-
тивированные рецепторы играют не только ключевую 
роль в реакции организма хозяина на инфекцию, но 
могут быть биомаркерами иммунного ответа при сеп-
тических состояниях и выступать в качестве критериев 
диагностики его фенотипов и эндотипов [8]. Это осо-
бенно важно на более поздних стадиях заболевания: 
если ранняя летальность при сепсисе связана с гипер-
воспалительной реакцией врожденного иммунитета, 
то в дальнейшем неблагоприятные исходы во многом 
обусловлены иммуносупрессией, вызванной реакци-
ями адаптивного иммунитета, где особую роль отводят 
Т-лимфоцитам [9].

Работы многих авторов указывают на важные изме-
нения и роль различных субпопуляций Т-лимфоцитов 
в регуляции воспаления при сепсисе [10, 11]. Зрелые 
CD4+-Т-клетки представлены разными подтипами – 
Th1, Th2 и Th17 – в зависимости от цитокинов в окруже-
нии и которые они продуцируют при стимуляции в ходе 
иммунного ответа. Th1- и Th2-клетки продуцируют раз-
личные профили цитокинов: Th1-клетки – интерферон-γ 
(ИФН-γ), опосредуя клеточный иммунный ответ, 
а Th2-клетки – ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-10 и ИЛ-13. Th1- и Th2-
клетки перекрестно регулируют друг друга и их баланс 
важен для устранения инфекции. Избыточная продук-
ция Th2-цитокинов может вызывать иммуносупрессию 
при септических состояниях [12]. Еще одним важным 
наблюдением является то, что на поздней стадии сеп-
сиса исследователи отмечали снижение абсолютного 
числа циркулирующих Т-клеток (CD4+, CD8+), за ис-
ключением регуляторных Т-лимфоцитов (Treg) [13]. 
Treg важны для индукции и поддержания иммунной то-
лерантности. Недавние исследования показывают, что 
увеличение количества Treg при сепсисе коррелирует 
со снижением пролиферации и функциональной актив-
ности эффекторных T-клеток [14, 15]. 

For citation: Markelova E.V., Lazanovich V.A., Shumatov V.B., Malkov V.A., Evsegneeva I.V. Clinical evaluation 
of B- and T -lymphocytes in patients with surgical sepsis. Immunologiya. 2020; 41 (4): 344–53. DOI: https://doi.org/
10.33029/0206-4952-2020-41-3-344-353 (in Russian)
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Несмотря на эти отдельные работы, общепризнан-
ных маркеров или фенотипических особенностей им-
мунного ответа у пациентов с сепсисом, ассоциирован-
ных с различными клиническими вариантами течения 
заболевания, в настоящее время не выявлено. Данная 
проблема остается отк рытой и требует дальнейшего изу-
чения. 

Цель исследования – расширенное исследование 
клеточного звена адаптивного иммунитета при различ-
ных клинических вариантах течения сепсиса в дина-
мике.

Материал и методы 
Пациенты и дизайн исследования. В проспек-

тивном исследовании, проведенном на базе краевого 
Центра анестезиологии и реаниматологии ГБУЗ При-
морской краевой клинической больницы № 1 г. Влади-
востока, были проанализированы исследования клеток 
адаптивного иммунитета у 43 пациентов. Исследование 
выполнено с информированного согласия всех пациен-
тов, включенных в исследование, и одобрено этическим 
комитетом ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России в со-
ответствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации «Этические принципы прове-
дения научных медицинский исследований с участием 
человека» с поправками 2008 г., протокола Конвен-
ции Совета Европы о правах человека и биомедицине 
1999 г., и в соответствии со статьями 20, 22, 23 Феде-
рального закона «Об основах охраны здоровья граждан 
в Российской Федерации» от 21 ноября 2011 г. № 323-ФЗ 
(ред. от 21.07.2014).

Из 43 пациентов, включенных в исследование, 
больше половины (56 %) составили мужчины (n = 24), 
женщины составили 44 % (n = 19). Возраст варьировал 
от 24 до 72 лет, средний показатель составлял 51,4 ± 
13,5 года. Причинами сепсиса являлось распростране-
ние инфекционного агента, источниками которого слу-
жили органы брюшной полости – 72 % (n = 31), легкие – 
14 % (n = 6), мочевыводящие пути – 9 % (n = 4), инфекции 
кожи и подкожной клетчатки – 5 % (n = 2). 28-дневная 
летальность в 1-й группе (SOFA < 6 баллов) составила 
4 (17 %) пациента, во 2-й – с более тяжелым течением 
септического процесса (SOFA > 6 баллов) – 7 (37 %) па-
циентов, общая летальность в обеих группах – 11 (26 %) 
пациентов. Данные о пациентах представлены в табл.1. 
Группу сравнения составили практически здоровые, 
сравнимые по возрасту и полу добровольцы (n = 25).

Пациенты были распределены на 2 группы с учетом 
тяжести состояния и выраженности органной недоста-
точности. 1-я группа (n = 24) – пациенты с диагнозом 
«сепсис» со степенью тяжести органной дисфункции 
< 6 баллов по шкале SOFA (Sepsis-related Organ Failure 
Assessments Score Sequential Organ Failure Assessment). 
2-я группа (n = 19) – пациенты с диагнозом «сепсис» со 
степенью тяжести органной дисфункции > 6 баллов по 
шкале SOFA. Забор крови у пациентов проводили в пер-
вые 48 ч после поступления в отделение интенсивной 
терапии и установки диагноза «сепсис» в соответствии 

с критериями III международного консенсуса по сеп-
сису и септическому шоку, SCCM-ESICM и Общерос-
сийского экспертного совета РАСХИ и на 21–28-е сутки 
заболевания [16].

Забор крови и проточная цитометрия. Кровь за-
бирали в две стандартные вакуумные пробирки (с ге-
парином лития и K2ЭДТА) не позднее чем через 4 ч по-
сле взятия крови проводили лабораторный анализ. Вся 
последующая обработка крови была стандартизирована 
и выполнялась одними и теми же реактивами и в одина-
ковые временные интервалы для всех пациентов. 

Определение уровня В- и Т-лимфоцитов (CD3+CD19+, 
CD3+CD19-, CD3+CD4+, CD3+CD8+), а также субпо-
пуляций Т-лимфоцитов Th1 (CD3+CD4+ИФН-γ+), Th2 
(CD3+CD4+ИЛ-4+), Treg (CD3+CD4+CD25brightCD127negCD45+) 
осуществляли методом проточной цитометрии. Их 
оценку проводили в цельной венозной крови при ис-
пользовании многоцветного анализа на проточном 
цитофлуориметре Beckman Coulter FC 500 с исполь-
зованием реактивов фирм: Beckman Coulter (США), 
Thermo Fisher Scientifi c (США). Учет количества Th1- 
и Th2-клеток проводили путем анализа продукции 
внутриклеточных цитокинов (ИФН-γ, ИЛ-4) спустя 
18 ч инкубации совместно с коктейлем для стимуля-
ции клеток [форбол-12-миристат-13-ацетат (ФМА) + 
иономицин], предварительно выполнив ингибирова-
ние внутриклеточного транспорта при помощи бре-
фелдина А. В каждой пробе анализировали не менее 
25 000 событий по CD3+-популяции и проводили гей-
тирование Th1 и Th2 с учетом постановки изотипиче-
ского контроля (рис. 1). Treg-клетки определяли ка к 
CD3+CD4+CD25brightCD127negCD45+ (ри с. 2). 

Статистическая обработка. Статистическая об-
работка полученных результатов проведена с исполь-
зованием пакета прикладных программ Statistica-10 
методом Манна–Уитни для независимых выборок. Со-
пряженность уровня Treg на 21-е и 28-е сутки с исходом 
заболевания оценивалась с использованием критерия χ2. 
Статистически достоверными считали различия при 
p < 0,05. Референсные интервалы для исследуемых по-
казателей представлены в табл. 2, значения для Treg 
указаны от общего количества лимфоцитов.

Результаты 
Средние значения уровней В- и Т-лимфоцитов и суб-

популяций Т-клеток у пациентов обследуемых групп 
в зависимости от выраженности органной дисфункции 
в динамике заболевания, полученные в ходе исследова-
ния, представлены в табл. 3.

Таблица 1. Характеристика обследованных пациентов

Показатель Результаты
Средний возраст M ± σ, лет 51,4 ± 13,5
Мужчины/женщины (абс / %) 24/19 (56/44 %)
Органная недостаточность SOFA 
M ± σ, баллы 8,3 ± 3,2

28-дневная летальность (абс / %) 11 (26 %)
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Рис. 2. Идентификация Treg с фенотипом CD3+CD4+CD25brightCD127neg методом проточной цитометрии
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У пациентов обеих групп на начальной стадии те-
чения септического процесса отмечен повышенный 
уровень лейкоцитов в отличие от группы сравнения 
(p < 0,05). Количественные показатели лимфоцитов 
в абсолютных и относительных значениях не претерпе-
вали каких-либо существенных отличий между груп-
пами по степени выраженности органной дисфункции 
(шкала SOFA) и здоровых индивидуумов. Данные ре-
зультаты согласуются с данными других исследований 
и указывают на минимальные изменения со стороны 
адаптивного иммунитета на первоначальной стадии 
септического процесса. На 21–28-е сутки у пациентов 
отмечена лимфопения, наиболее выраженная в группе 
с более тяжелым течением сепсиса (p < 0,05) относи-
тельно как группы сравнения, так и пациентов обеих 

групп на начальном этапе наблюдения. Полученные 
данные совпадают с результатами недавнего круп-
ного ретроспективного исследования, которые говорят 
о том, что снижение уровня лимфоцитов может служить 
биомаркером прогноза иммуносупрессии и неблагопри-
ятного исхода при сепсисе [17]. 

Уровень CD19+-лимфоцитов не претерпевал суще-
ственных изменений на начальном этапе в обеих иссле-
дуемых группах в первые дни болезни. В дальнейшем 
(21–28-е сутки) мы наблюдали статистически значимое 
снижение абсолютного количества данного типа кле-
ток только в группе с более выраженной тяжестью ор-
ганной дисфункции относительно группы сравнения: 
0,27 ± 0,17 · 109/л против 0,41 ± 0,16 ·109/л (p < 0,05). 

Таблица 2. Референсные интервалы для исследованных субпопуляций В- и Т-лимфоцитов 

Показатель Абсолютное значение Относительное значение, %
Лейкоциты, · 109/л 4–9 –
Лимфоциты, · 109/л 0,81–3,8 20–40
CD19+ (В-лимфоциты общие), · 109/л 0,1–0,5 5–19
CD3+ (Т-лимфоциты общие), · 109/л 0,8–2,2 55–85
CD3+CD4+ (Т-хелперы), · 109/л 0,6–1,6 31–52
CD3+CD8+ (цитотоксические T-лимфоциты), · 109/л 0,19–0,65 12–32
Иммунорегуляторный индекс (CD3+CD4+/CD3+CD8+) 1,5–2,6 –
Соотношение Th1/Th2 0,95–1,05 –
Treg (CD3+CD4+CD25brightCD127negCD45+), · 109/л 0,009–0,078 0,6–1,1

Таблица 3. Средние значения показателей субпопуляций лимфоцитов у пациентов в зависимости от выраженности органной 
дисфункции в динамике (M ± σ) 

Показатель, 
единицы измерения

Группа
1-я

(SOFA 
< 6 баллов) 

n = 24

2-я
(SOFA 

> 6 баллов) 
n = 19

1-я
(SOFA 

< 6 баллов) 
n = 24

2-я
(SOFA 

> 6 баллов) 
n = 19

сравнения

Сроки исследования 48 ч от начала 
заболевания

На 21–28-е сутки
заболевания

Одно-
кратно

Лейкоциты, · 109/л 14,6 ± 4,8# 16,6 ± 5,8# 11,0 ± 3,8#* 5,7 ± 3,9*^ 7,1 ± 1,5
Лимфоциты, · 109/л 2,7 ± 0,51 2,3 ± 0,64 1,3 ± 0,38*# 1,1 ± 0,37*# 2,9 ± 0,9
Лимфоциты, (%) 28,4 ± 4,9 29,3 ± 5,7 18,2 ± 6,9#* 14,2 ± 9,3#* 30,4 ± 10,2
CD19+ (В-лимфоциты общие), · 109/л 0,38 ± 0,15 0,29 ± 0,13 0,31 ± 0,12 0,27 ± 0,17# 0,41 ± 0,16
CD3+ (Т-лимфоциты общие), (%) 66,2 ± 13,4 65,3 ± 11,3 76,5 ± 17,6 72,3 ± 13,4 61,3 ± 13,4
CD3+ (Т-лимфоциты общие), · 109/л 1,5 ± 0,44 1,7 ± 0,39 1,7 ± 0,39 1,3 ± 0,27 1,2 ± 0,33
CD3+CD4+ (Т-хелперы), (%) 45,7 ± 11,3 39,4 ± 15,3 38,4 ± 14,8 34,4 ± 12,9 44,2 ± 16,4
CD3+CD4+ (Т-хелперы), · 109/л 1,1 ± 0,26 1,1 ± 0,39 0,9 ± 0,29 1,0 ± 0,39 1,2 ± 0,34
CD3+CD8+ (цитотоксические 
T-лимфоциты), % 18,7 ± 5,33 12,5 ± 5,3 21,9 ± 9,5 18,7 ± 7,53 24,4 ± 11,4

CD3+CD8+ (цитотоксические 
T-лимфоциты), · 109/л 0,44 ± 0,16 0,58 ± 0,21 0,32 ± 0,11 0,29 ± 0,13 0,45 ± 0,19

CD19+ (В-лимфоциты общие), % 16,2 ± 5,9 14,3 ± 5,8 11,7 ± 4,7 9,6 ± 3,2# 14,9 ± 4,9
Иммунорегуляторный индекс 
(CD3+CD4+ / CD3+CD8+) 1,6 ± 0,36 1,5 ± 0,66 1,4 ± 0,76 1,7 ± 0,56 1,9 ± 0,46

Соотношение Th1/Th2 0,9 ± 0,11 0,86 ± 0,2 0,67 ± 0,19*^ 0,64 ± 0,14*^ 1,0 ± 0,21
Treg (CD3+CD4+CD25bright CD127negCD45+), 
(%) 0,94 ± 0,18 0,92 ± 0,26 1,27 ± 0,34*^# 4,61 ± 1,1*#^#2

0,85 ± 0,12
Примечание. Статистическая достоверность различий между группами в разные сроки заболевания: * – p < 0,05; между груп-
пами на этапе заболевания: ^ – p < 0,05; между группами пациентов и группой сравнения: # – p < 0,05; #2 – p < 0,01.
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Нами не выявлено существенных различий основ-
ных популяций Т-лимфоцитов (CD4+ и CD8+), их от-
носительных и абсолютных значений, соотношения 
(иммунорегуляторный индекс) в исследуемых группах, 
в дебюте заболевания, как относительно группы срав-
нения, так и в зависимости от выраженности органной 
дисфункции. Подобные результаты были отмечены 
и на более поздних (21–28-е сутки) сроках течения 
сепсиса. Далее был изучен субпопуляционный состав 
Т-лимфоцитов. В группах с различной степенью ор-
ганной дисфункции на начальной стадии заболевания 
(первые 48 ч), не было зафиксировано дисбаланса со-
отношения Th1- и Th2-клеток, а количество Treg, хотя 
и было повышено, но различия не достигали значимых 
величин относительно группы сравнения. Полученные 
результаты указывают на отсутствие существенных из-
менений как со стороны основных популяций CD4+, 
CD8+, так и субпопуляционного состава Т-лимфоцитов 
в дебюте заболевания. На более поздних сроках 
(21–28-е сутки) у пациентов обеих групп (в зависимости 
от выраженности органной дисфункции) выявлено пре-
обладание Th2-субпопуляции Т-лимфоцитов над Th1-
субпопуляцией (p < 0,05). Кроме того, на более поздних 
сроках течени я септического процесса выявлено повы-
шенное содержание Treg в обеих группах относительно 
группы сравнения, причем данный показатель был 
наиболее высок в группе с более выраженной орган-
ной дисфункцией (SOFA  > 6 баллов) (p < 0,01). Между 
группами на данной стадии заболевания также были 
выявлены достоверные различия содержания Treg. Так, 
в группе с более выраженной органной дисфункцией 
(SOFA > 6 баллов) средний уровень содержания Treg 
был выше и составил 4,61 ± 1,1 % против 1,27 ± 0,34 % 
в группе с менее выраженной органной дисфункцией 
(SOFA  < 6 баллов) (p < 0,05). 

В связи с этим был проведен анализ сопряженно-
сти уровня содержания Treg на 21–28-е сутки с исхо-
дом заболевания (использован критерий χ2). Результаты 
анализа представлены в табл. 4. При исследовании 
сопряженности содержания Treg на данном этапе за-
болевания в группах пациентов с различным исходом 
зафиксировано наличие случаев как высокого (> 2 %) 
так и низкого уровня данной субпопуляции лимфоци-
тов (< 2 %). У выживших пациентов выявлено 6 случаев 
высокого уровня Treg (18,8 %) и 26 случаев – низкого 
уровня Treg (81,2 %). У пациентов с летальным исхо-
дом в 8 случаях установлен высокий уровень (72,7 %) 
и в 3 (27,3 %) – низкий уровень данных клеток. Прове-
денный анализ подтвердил, что показатель содержания 

Treg более 2 % на 21–28-е сутки сопряжен (р = 0,004) 
с особенностями течения заболевания, и может являться 
прогностическим критерием неблагоприятного исхода 
при сепсисе.

Обсуждение
При генерализованном воспалении в первую оче-

редь наблюдаются выраженные изменения со стороны 
врожденного иммунитета. Гранулоциты, покидая кост-
ный мозг, следуют по градиентам хемокинов к месту 
повреждения, что и приводит к лейкоцитозу, особенно 
на начальных стадиях заболевания. Это показано в том 
числе и в нашем исследовании. Данное состояние при-
водит к миграции из костного мозга эффекторных кле-
ток врожденного иммунитета и незрелых миелоидных 
клеток, что получило название «экстренный грануло-
поэз/миелопоэз» [18]. В ходе иммунного ответа наивные 
CD4+-Т-лимфоциты дифференцируются в различные 
субпопуляции клеток, отличительной особенностью 
которых является продукция тех или иных цитокинов. 
Полученные нами результаты подтверждают патогене-
тическую и диагностическую значимость соотношения 
Th1- и Th2-клеток при сепсисе, что ранее было пока-
зано при многих иммуноопосредованных заболеваниях 
[19]. Потенциальным механизмом иммуносупрессии 
при сепсисе многие авторы отмечают сдвиг от Th1 
к Th2. Дисбаланс Th1/Th2 отражает меняющийся век-
тор иммунного ответа, свидетельствует об увеличении 
продукции противовоспалительных цитокинов, из-
менении в ходе заболевания фенотипа Т-клеток в сто-
рону Th2 [20]. Повышение Treg, выявленное в ходе 
исследования на поздних стадиях заболевания, увели-
чивает супрессорную активность и вызывает в итоге 
анергию Т-клеток и переход в стадию «иммунного 
паралича» [21]. Понимание причин и своевременная 
диагностика данных изменений позволит выбрать пра-
вильное направление терапии в каждом конкретном 
случае, персонализировать и улучшить результаты ле-
чения сепсиса. 

Считаем важным подчеркнуть, что во многом су-
прессию иммунного ответа на поздних стадиях сеп-
сиса связывают именно с Treg [22]. Treg (regulatory 
T cells – CD4+CD25highFoxp3+CD127–) представляют со-
бой субпопуляцию Т-клеток, которая характеризуются 
конститутивной экспрессией CD25 (рецептор ИЛ-2, 
IL-2R), наличием внутриклеточного транскрипцион-
ного фактора Foxp3, регулирующего транскрипцию 
генов, ответственных за дифференцировку Т-клеток, 
продукци ю антиген-презентирующими клетками цито-

Таблица 4. Взаимосвязь уровня содержания Treg с исходом заболевания на 21–28-е сутки 

Исход болезни Частота встречаемости Статистические по-
казатели сопряжен-
ности признаков 
по критерию χ2

Количество пациентов с уровнем Treg на 21–28-е сутки заболевания
> 2 %, n = 14 < 2 %, n = 17

абс. % абс. %
Умерли (n = 11) 8 72,7 3 27,3 χ2 = 8,543 

p = 0,004Выжили (n = 32) 6 18,8 26 81,2
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кинов и других факторов, участвующих в реализации 
иммунного ответа. Данный тип клеток играет ключевую 
роль не только при онкологических, аутоиммунных за-
болеваниях и аллергопатологии, но и при инфекцион-
ных болезнях. Они регулируют Т-клеточный гомеостаз, 
предотвращают развитие аутоиммунных заболеваний, 
аллергии, гиперчувствительности, реакции «транс-
плантат против хозяина» [23]. С другой стороны, Treg 
снижают противоопухолевый иммунитет и иммуни-
тет к инфекциям. Основная их роль – контролировать 
силу и продолжительность иммунных реакций. Ис-
следования показывают, что увеличение Treg при сеп-
сисе коррелирует со снижением пролиферации и функ-
циональной активности эффекторных T-клеток [24]. 
ЛПС-активированные Treg могут влиять на функцию 
и выживаемость нейтрофилов, индуцировать апоптоз 
этих клеток, снижая продукцию ими цитокинов [25]. 
На экспериментальной модели сепсиса было показано, 
что у мышей дикого типа C57Bl/10ScNJNJU с дефици-
том экспрессии сигнального рецептора (TLR4-/-) была 
снижена активность Treg и отмечена более высокая 
продукция провоспалительных цитокинов [26]. Кроме 
того, молекулы патогенов при септическом процессе 
могут взаимодействовать с дендритными клетками че-
рез активирующие и ингибирующие рецепторы, изме-
няя проведение внутриклеточных сигналов и нарушая 
тем самым созревание дендритных клеток, в результате 
чего они становятся толерогенными и вызывают диф-
ференцировку Treg из конвенциальных CD4+-Т-клеток. 
Микробные патогены также способны непосредственно 
взаимодействовать с Treg через рецепторы врожденного 
иммунитета и усиливать экспрессию транскрипцион-
ного фактора Foxp3, повышая их супрессивную актив-
ность [27]. 

Treg-клетки способны прямо или косвенно подавлять 
активность иммуноцитов  за счет различных факторов 
и механизмов: продукция противовоспалительных ци-
токинов (ИЛ-10, ИЛ-35 и ТФРβ), а также перфорина 
и гранзима, повреждающих клеточную мембрану с раз-
витием апоптоза; высокая экспрессия CD25; подавление 
дендритных клеток через ингибиторные корецепторы 
(CTLA-4, LAG-3 и др.); метаболические нарушения 
(экспрессия CD39 на Treg опосредует превращение аде-
нозинтрифосфат в аденозин и аденозинмонофосфат, 
и уменьшает пролиферацию Т-эффекторов); поляри-
зация дифференцировки моноцитов в сторону М2-
макрофагов и предотвращение их дифференцировки 
в провоспалительные М1-макрофаги; индукция супрес-
сивного фенотипа нейтрофилов и снижение секреции 
цитокинов лимфоцитами врожденного иммунитета 
(ILC2, innate lymphoid cells 2) [28]. Таким образом, Treg 
участвуют в нарушениях как врожденных, так и адап-
тивных иммунных реакций, наблюдаемых при патоло-
гии, в том числе у пациентов с сепсисом [29]. Недавно 
был описан синдром хронического воспаления, имму-
носупрессии и катаболизма (persistent infl ammation, 
immunosuppression, and catabolism syndrome, PICS), ко-
торый возникает при данной патологии [30]. Ценность 

определения данного синдрома заключается в том, что 
предполагается наличие механизма, который может объ-
яснить стойкое воспаление и подавление адаптивного 
иммунитета при септических состояниях. В настоящее 
время принято считать, что хронический дисрегулиро-
ванный иммунный ответ связан с супрессорной актив-
ностью клеток с фенотипом MDSC (myeloid derived 
suppressor cells). Во время экстренного миелопоэза на 
фоне «цитокинового шторма» дифференцировка незре-
лых миелоидных клеток в зрелые блокируется, что при-
водит к образованию гетерогенной популяции незрелых 
клеток с иммунодепрессивными и воспалительными 
свойствами, называемыми миелоидными супрессор-
ными клетками – CD11b+CD14-CD33+ (MDSC). MDSC-
клетки экспрессируют аргиназу (ARG1) и регулируют 
зависящие от аргинина биологические процессы. В ус-
ловиях недостатка аргинина нарушается внутриклеточ-
ная сигнализация, экспрессия Т-клеточного рецептора, 
формирование клеток памяти и Т-клетки подвергаются 
апоптозу [31]. Но Treg являются клетками, более устой-
чивыми к сепсис-индуцированному апоптозу по срав-
нению с другими типами Т-клеток, и это способствует 
их «выживанию» в условиях септического процесса
[32, 33]. Кроме того, прямой контакт моноцитарных 
MDSC через CD40-рецепторы приводит  к индукции Treg 
[34]. В связи с этим роль Treg, как основного регулятора 
реакций адаптивного иммунитета, является одной из 
ключевых при сепсисе, а их количественная оценка мо-
жет отражать меняющийся клинический фенотип и быть 
предиктором неблагоприятного исхода. Все это требует 
дальнейшего уточнения и диктует необходимость про-
должения исследований в данной области.

Заключение 
Полученные данные свидетельствуют о минималь-

ных изменениях со стороны клеток адаптивного им-
мунитета на начальных стадиях сепсиса и, напротив, 
указывают на значительные изменения субпопуляций 
Т-лимфоцитов на более поздних стадиях заболевания. 
Определение фенотипов иммуноцитов в ходе септичес-
кого процесса важно в динамике, так как это способно 
изменить  тактику терапии, которая может быть про-
тивовоспалительной на стадии гипервоспаления либо 
иммуностимулирующей на стадии «иммунного пара-
лича». Одним из маркеров, позволяющих определять 
наступление иммуносупрессивной фазы сепси  са и спо-
собных служить предиктором неблагоприятного исхода, 
может стать количественное определение Treg.
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Взаимообусловленность влияний I и II типов воспаления 
на процессы липопероксидации и антиоксидантной 
защиты у пациентов с механической желтухой 
желчнокаменного генеза в послеоперационном периоде 
Обособленное подразделение Федерального государственного бюджетного научного учреждения Федераль-
ный исследовательский центр Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской академии наук 
«Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера» Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации, 660022, г. Красноярск, Российская Федерация

Резюме
Введение. Патогенез механической желтухи (МЖ) сложен, характеризуется разви-

тием местной и системной воспалительных реакций, эндотоксикоза и сопутствующих 
органных и гистодеструктивных изменений. Воспалительная активация иммунных кле-
ток стимулирует транскрипцию генов, ответственных за окислительный стресс; актив-
ные формы кислорода разрушают мембраны иммунокомпетентных клеток, пролонгируя 
локальное воспаление. 

Цель исследования – оценка вклада иммуновоспалительных изменений в процессы 
липопероксидации и функционирование антиоксидантной защиты в формировании по-
слеоперационных осложнений у больных МЖ желчнокаменного генеза. 

Материал и методы. Обследованы 70 больных с клинической картиной МЖ. Изу-
чена концентрация 6 цитокинов: I (ИЛ-2, ИЛ-8, ФНО, ИФН-) и II (ИЛ-4, ИЛ-10) типов 
воспаления методом иммуноферментного анализа. Содержание малонового диальдегида 
и активность антиоксидантных ферментов изучали в эритроцитах спектрофотометричес-
кими методами. Статистические данные анализировали с помощью прикладных про-
грамм Statistica 10. 

Результаты. Продемонстрирована преимущественная роль в патогенезе МЖ с ос-
ложненным послеоперационным периодом воспалительного процесса I типа, а в пато-
генезе МЖ с неосложненным послеоперационным периодом – воспаления I и II типов. 
Обнаружено значительное повышение содержания малонового диальдегида в эритро-
цитах у больных обеих сравниваемых групп, что подтверждает усиление процессов 
липопероксидации в раннем послеоперационном периоде. Вместе с тем выявленные 
в нашей работе результаты, указывающие на усиление активности антиоксидантной за-
щиты, увеличение активности ферментов супероксиддисмутазы и каталазы, которые 
способствуют снижению проявлений окислительного стресса и свидетельствуют скорее 
о протекторной роли воспаления II типа у больных МЖ с неосложненным послеопера-
ционным периодом.

Заключение. У больных МЖ с осложненным послеоперационным периодом вы-
является усиление процессов липопероксидации, снижение активности ферментов 
антиоксидантной защиты и преимущественный I тип воспаления. У больных МЖ 
с неосложненным послеоперационным периодом проявления окислительного стресса 
компенсируются повышением активности энзимов антиоксидантной защиты, выявля-
ются I и II типы воспаления.
Ключевые слова: механическая желтуха; окислительный стресс; цитокины; антиоксидантные ферменты
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у пациентов с механической желтухой желчнокаменного генеза в послеоперационном периоде 

Введение
Механическая желтуха (МЖ) остается одной из про-

блем неотложной медицины, а среди факторов риска 
развития МЖ доброкачественного генеза важная роль 
принадлежит холелитиазу [1]. Патогенез МЖ сложен, 
характеризуется развитием местной и системной вос-

палительных реакций, эндотоксикоза и сопутствую-
щих органных и гистодеструктивных изменений [2]. 
В качестве вероятных патофизиологических причин раз-
вития осложнений в послеоперационном периоде МЖ 
называли операцию как сильнейшую травму организма, 
окислительный стресс [3, 4]. В последние годы все 

Smirnova O.V., Elmanova N.G.

Interconditionality of the effects of types I and II 
of infl ammation on the processes of lipid peroxidation 
and antioxidant protection in patients with obstructive 
jaundice of gallstone origin in the postoperative period
Research Institute of Medical Problems of the North, Ministry of Science and High Education of Russian Federation, 
660022, Krasnoyarsk, Russian Federation 

Abstract 
Introduction. The pathogenesis of obstructive jaundice is complex, characterized by the 

development of local and systemic infl ammatory reactions, endotoxemia and associated organ 
and histodestructive changes. Infl ammatory activation of immune cells stimulates the transcrip-
tion of genes responsible for oxidative stress, reactive oxygen species destroy the membranes 
of immunocompetent cells, prolonging local infl ammation.

Aim of the study was to assess the contribution of immuno-infl ammatory changes to lipid 
peroxidation processes and the functioning of antioxidant defense in the formation of post-
operative complications in patients with obstructive jaundice of gallstone origin.

Material and methods. 70 patients with a clinical picture of obstructive jaundice were exa-
mined. The concentration of 6 cytokines was studied: type I infl ammation (IL-2, IL-8, TNF, 
IFN-); type II (IL-4, IL-10) by enzyme immunoassay. The content of malondialdehyde and 
the activity of antioxidant enzymes were studied in red blood cells by spectrophotometric me-
thods. Analysis of statistical data was carried out using the Statistica 10 application programs.

Results. The predominant role in the pathogenesis of obstructive jaundice with a compli-
cated postoperative period of type I infl ammatory process has been demonstrated, and in the 
pathogenesis of obstructive jaundice with an uncomplicated postoperative period of type I and 
type II infl ammation. A signifi cant increase in the content of malondialdehyde in red blood cells 
was found in patients of both compared groups, which confi rms the strengthening of lipid per-
oxidation in the early postoperative period. At the same time, the results revealed in our work, 
indicating an increase in the activity of antioxidant defense, an increase in the activity of su-
peroxide dismutase and catalase enzymes, which contribute to a decrease in the manifestations 
of oxidative stress and are more likely indicative of the protective role of type II infl ammation 
in OJ patients with uncomplicated postoperative period.

Conclusion. In patients with OJ with a complicated postoperative period, an increase 
in the processes of lipid peroxidation, a decrease in the activity of antioxidant enzymes and 
a predominant type I infl ammation are revealed. In patients with OJ with an uncomplicated 
postoperative period, the manifestations of oxidative stress are compensated by an increase in 
the activity of antioxidant enzymes, types I and II of infl ammation are detected.
Keywords: obstructive jaundice; oxidative stress; cytokines; antioxidant enzymes
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чаще в качестве основного механизма послеопераци-
онных осложнений, включающего большинство выше-
перечисленных факторов, рассматривают длительный 
воспалительный процесс в гепатобилиарной зоне [5]. 
Провоспалительные цитокины интерлейкин (ИЛ)-8 
и фактор некроза опухоли α (ФНОα) выполняют клю-
чевую роль в развитии воспаления при МЖ. ФНОα 
стимулирует фактор транскрипции NF-κB, активиру-
ющий ген ИЛ-8 в макрофагах и эпителиальных клет-
ках. ИЛ-8 выполняет роль мощного хемоаттрактанта 
для нейтрофилов, ФНОα усиливает воспалительный 
процесс [2]. Воспалительная активация иммунных 
клеток стимулирует транскрипцию генов, ответствен-
ных за окислительный стресс, активные формы кис-
лорода разрушают мембраны иммунокомпетентных 
клеток, пролонгируя локальное воспаление. Все это 
способствует развитию «порочного воспалительного 
круга» и появлению септических послеоперационных 
осложнений [6, 7].

Однако конкретные клеточные иммунные меха-
низмы, лежащие в основе воспалительной реакции 
у больных МЖ желчнокаменного генеза с неослож-
ненным послеоперационным периодом, и их отличия 
от механизмов МЖ с осложненным послеоперацион-
ным периодом  во многом остаются неизученными. 
Практически отсутствуют данные о том, какой из из-
вестных типов воспаления преобладает у больных МЖ 
с осложненным послеоперационным периодом, как 
изменяется система перекисного окисления липидов – 
антиоксидантной защиты (ПОЛ-АОЗ) в зависимости 
от типа воспаления. Каждый тип воспаления характе-
ризуется своим профилем клеток-индукторов и клеток-
эффекторов с различным набором цитокинов и своими 
особенностями [8]. Без четкого понимания характери-
стик того или иного типа воспаления во взаимосвязи 
с особенностями ПОЛ-АОЗ-систем невозможно из-
учить все патофизиологические механизмы после-
операционных осложнений при МЖ желчнокаменного 
генеза.

Цель нашей работы – оценка вклада иммуновоспа-
лительных изменений в процессы липопероксидации 
и функционирования антиоксидантной защиты в фор-
мировании послеоперационных осложнений у больных 
МЖ желчнокаменного генеза.

Материал и методы
Характеристика обследованных групп и дизайн 

исследования. Обследованы 70 больных 35–69 лет 
(средний возраст 46,8 ± 9 лет) с клинической картиной 
МЖ, подтвержденной инструментальными (ультразву-
ковое исследование, рентгеновское обследование, маг-
нитно-резонансная томография и т. д.) и лабораторными 
методами исследования (клинический и биохимический 
анализ крови, гемостаз и т. д.), находившихся на лече-
нии в хирургических отделениях Красноярской меж-
районной клинической больницы скорой медицинской 
помощи им. Н.С. Карповича г. Красноярска. У всех диаг-
ностированная МЖ сопровождалась гипербилирубине-

мией (от 97 до 367 мкмоль/л). Всем больным проведена 
чрескожная декомпрессия желчных протоков для ку-
пирования желтухи, восстановления гомеостатических 
показателей организма. 

Больных разделили на две группы. В 1-ю группу 
(п = 54) вошли пациенты с клинико-лабораторными 
маркерами МЖ с неосложненным послеоперационным 
периодом. Во 2-ю группу (п = 16) включили пациентов 
с МЖ с осложненным послеоперационным периодом. 
Больные двух групп были сопоставимы по полу, возра-
сту, длительности МЖ. 

Группу сравнения составили 125 практически здоро-
вых добровольцев, отобранных при профилактических 
медицинских осмотрах в поликлиническом отделении 
НИИ МПС Красноярска. Все участники исследова-
ния подписывали форму информированного согласия 
о добровольном участии в исследовании. При иссле-
дования соблюдались все принципы Хельсинкской 
декларации ВМА.

Методы изучения иммуновоспалительных изме-
нений. В образцах венозной крови, взятой на 7-е сут-
ки после оперативного лечения, у больных определяли 
следующие концентрации цитокинов методом имму-
ноферментного анализа на иммуноферментном ана-
лизаторе «Thermo Scientifi c» (BioMerieux, Франция).
Концентрацию цитокинов определяли в пг/мл. Изу-
чали концентрацию 6 цитокинов: I (ИЛ-2, ИЛ-8, 
ФНОa, ИФНg) и II (ИЛ-4, ИЛ-10) типа в сыворотке 
крови [9]. Использовались диагностические тест-
системы ЗАО «Вектор-Бест».

Для характеристики процессов липопероксидации 
и антиоксидантной защиты использовали следующие 
биохимические маркеры: малоновый диальдегид, супер-
оксиддисмутаза, каталаза. Содержание малонового ди-
альдегида и активность антиоксидантных ферментов из-
учали в эритроцитах крови спектрофотометрическими 
методами. Концентрацию малонового диальдегида 
(МДА) определяли по реакции с 2-тиобарбитуровой 
кислотой сразу после эксфузии крови.

Для оценки антиоксидантной системы (АОС) опре-
деляли активность супероксиддисмутазы (СОД) по 
методу Сироты Т.В. (1999) при ингибировании восста-
новления нитросинеготеразолия супероксидом, образо-
ванным при аутоокислении адреналина. Для оценки ак-
тивности каталазы в плазме крови использовали метод 
Королюка М.А. [4].

Для дополнительной информации о преобладающем 
типе воспаления изучали содержание лейкоцитов и их 
субпопуляций в крови обеих групп исследования, лей-
коцитарный индекс интоксикации (ЛИИ), отражающий 
оценку тяжести воспалительной интоксикации орга-
низма и степени разрушения тканей:

ЛИИ = (4 × Миелоциты + 3 × Юные + 2 × 
Палочкоядерные нейтрофилы + 1 × 

Сегментоядерные нейтрофилы) (плазмациты + 1) / 
(моноциты + лимфоциты) (эозинофилы + 1).



357

Иммунология ■ Том 41 ■ № 4 ■ 2020

Смирнова О.В., Елманова Н.Г.
Взаимообусловленность влияний I и II типов воспаления на процессы липопероксидации и антиоксидантной защиты 

у пациентов с механической желтухой желчнокаменного генеза в послеоперационном периоде 

ЛИИ может использоваться как коэффициент про-
гноза при ведении послеоперационных больных для 
определения степени воспалительного процесса и риска 
развития инфекционных осложнений.

Статистические данные анализировали с помощью 
прикладных программ Statistica 10 (StatSoft Inc., США). 
Обнаружено отсутствие нормального распределения 
признаков во всех выборках при использовании крите-
рия Колмогорова–Смирнова с поправкой Лилиефорса. 
В исследовании использовали методы непараметри-
ческой статистики. Все данные представлены в виде 
медианы и интерквартильного разброса медианы (Ме) 
[Q1–Q3]. Статистически значимые различия считали при 
помощи U-критерия Манна–Уитни (р < 0,05).

Результаты 

Клиническая характеристика больных МЖ 
с осложненным послеоперационным периодом 
в сравнении с больными МЖ с неосложненным 
течением

Анализ клинической картины послеоперационного 
периода у пациентов с МЖ с гнойными осложнениями 
выявил преобладание болевого синдрома. Изучение 
факторов риска развития осложнений в сравниваемых 
группах выявило статистически достоверное преобла-

дание фактора длительности анамнеза желчнокаменной 
болезни у пациентов с МЖ с осложненным послеопе-
рационным периодом (10 лет и более). В то же время 
частота абдоминального ожирения и другие заболева-
ний гепатобилиарной зоны в группах статистически не 
различалась.

При детальном сравнительном анализе состояния пе-
чени и почек выявлены более высокие показатели цито-
лиза в виде повышения уровня трансаминаз и холе-
стаза, а также снижение синтетической функции печени 
у больных МЖ с осложненным послеоперационным пе-
риодом.

Сравнение типа иммуновоспалительных изменений 
у больных МЖ с осложненным и неосложненным 
послеоперационным периодом

Изменения концентрации цитокинов в сыворотке 
крови больных в сравнении с таковыми у здоровых лиц, 
представленные в табл. 1, включают значительное по-
вышение концентрации провоспалительных цитокинов 
в обеих группах больных. Отмечено статистически до-
стоверное увеличение уровней ИЛ-2, ФНОα, ИФН-γ 
у больных МЖ с осложненным послеоперационным 
периодом относительно не только группы сравнения, 
но и больных с неосложненным течением МЖ. 

У больных МЖ с неосложненным послеопераци-
онным периодом обнаруживается значительное уве-

Таблица 1. Содержание цитокинов в сыворотке крови у больных механической желтухой (МЖ) с неосложненным и осложненным 
послеоперационным периодом относительно группы сравнения, пг/мл, Ме [Q1–Q3]

Показатель, 
пг/мл

Группа сравнения, 
n = 125 (1)

Больные МЖ с неосложненным 
послеоперационным периодом, 

n = 54 (2)

Больные МЖ с осложненным 
послеоперационным периодом, 

n = 16 (3)
Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

ИЛ-2
1,1 0,5–3,05 5,5 3–7,3 12,26 7,96–15,21

p1–2 = 0,00 · 10-10 p1–3 = 0,001
p2–3 = 0,001

ФНОα
0,54 0,38–0,88 8,1 3,1–51 60,33 8,15–146,19

p1–2 = 0,001 p1–-3= 0,001
p2–3= 0,001

ИФН-γ
0,6 0,22–4,0 7,3 2,7–8,1 15,6 4,73–36,9

p1–2 = 0,001 p1–3 = 0,001
p2–3 = 0,001

ИЛ-8
1,6 0,1–2,1 61,7 53,88–99,3 80,21 70,04–129,1

p1–2 = 0,0006 p1–3 = 0,0006

ИЛ-4
2,15 0,6-4,8 38,4 4,3–377,6 0,017 0,015–2,9

p1–2 = 0,00005 p1–3 = 0,00001 
p2–3 = 0,0012

ИЛ-10
14,8 8,65–26,85 2,1 1,05–2,75 0,9 0,85–2,75

p1–2 = 0,04 p1–3 = 0,001
p2–3 = 0,04

Примечание. Здесь и в табл. 3: p1–2 – достоверные различия между группой сравнения и группой больных механической желтухой 
(МЖ) с неосложненным послеоперационным периодом; p1–3 – достоверные различия между группой сравнения и группой больных 
МЖ с осложненным послеоперационным периодом; р2–3 – достоверные различия между группой больных МЖ с неосложненным 
и группой больных МЖ с осложненным послеоперационным периодом.
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личение содержания цитокина ИЛ-4 относительно 
индивидуумов группы сравнения и пациентов с МЖ 
с осложненным послеоперационным периодом. Сле-
дует заметить, что в литературе имеются сообщения 
о преимущественном I типе иммуновоспалительных из-
менений при МЖ [10]. Результаты нашего исследования 
показывают, что преимущественный тип воспалитель-
ных реакций при МЖ зависит от развития осложнений 
в послеоперационном периоде. Так, у пациентов с МЖ 
при неосложненном течении послеоперационного пери-
ода выявляется сочетанный I и II типы иммуновоспали-
тельных изменений, а при осложненном течении сохра-
няется I тип воспалительных реакций.

У больных МЖ с осложненным послеоперацион-
ным периодом в крови выявлялся лейкоцитоз (более 
17 · 109/л) с увеличением абсолютных и относительных 
количеств нейтрофилов, моноцитов, лимфоцитов и их 
субпопуляций относительно больных МЖ с неослож-
ненным послеоперационным периодом. С целью полу-
чения дополнительной информации о преобладающем 
типе воспаления у сравниваемых групп больных мы 
проанализировали корреляционные связи между ЛИИ 
и отдельными концентрациями цитокинов в каждой 
группе больных (табл. 2). 

Из табл. 2 понятно, что механизмы воспаления 
в сравниваемых группах различаются коренным об-
разом. Почти все показатели, которые положительно 
коррелируют с величиной ЛИИ у больных МЖ с неос-
ложненным послеоперационным периодом, у больных 
МЖ с осложненным течением обнаруживают отри-
цательную корреляцию, и наоборот. Судя по положи-
тельной корреляции с ЛИИ, полагаем, что у больных 
МЖ с неосложненным послеоперационным периодом 
главными эффекторами воспалительной реакции вы-
ступают мононуклеары: моноциты, цитотоксические 
Т-лимфоциты, что является характерным признаком 
сочетанного воспаления I и II типов [23–25]. Это со-
гласуется с литературными данными о повышенной ак-
тивности Th2-клеток у больных МЖ с благоприятным 
прогнозом послеоперационного периода [26, 27]. От-
рицательная корреляция ЛИИ у больных МЖ с ослож-
ненным послеоперационным периодом и уровня ИЛ-4 
исключает наличие воспаления II типа. 

Учитывая приведенные данные, мы провели спек-
трофотометрическое определение содержания мало-
нового диальдегида (МДА) и активности суперок-
сиддисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ) в эритроцитах 
здоровых доноров и больных для оценки баланса пере-
кисного окисления липидов и антиоксидантной защиты. 
Результаты, приведенные в табл. 3, свидетельствуют 
о том, что содержание МДА у всех больных повышено 
относительно здоровых доноров.

В то же время активности СОД и КАТ достоверно 
повышены у больных МЖ с неосложненным после-
операционным периодом по сравнению с оставшимися 
группами. МДА – химически активное соединение, име-
ющее две альдегидные группы. Он способен вступать 
в реакцию с белками, липидами, модифицируя белки, фер-
менты антиоксидантной системы, снижая их активность 
[33]. СОД и КАТ – тандемная бифункциональная антиок-
сидантная система, пероксид водорода из реакции, катали-
зируемой СОД, эффективно далее устраняется каталазой 
[34, 35]. СОД устраняет первично активную форму кисло-
рода – супероксиданион – радикал, запускающий кас-
кад липопероксидации [36, 37]. Низкая активность СОД 

Таблица 2. Корреляционные связи лейкоцитарного индекса 
интоксикации с концентрацией цитокинов крови у больных 
механической желтухой с неосложненным и осложненным 
послеоперационным периодом

Показа-
тель ци-
токинов

МЖ с неослож-
ненным после-
операционным 

периодом
(r = 0,37; p = 0,03)

МЖ с осложнен-
ным послеопера-

ционным 
периодом

(r = 0,42; p = 0,04)
ИЛ-2 r = 0,54; p = 0,001 r = -0,27; p = 0,02
ФНОα r = 0,69; p = 0,02 r = -0,54; p = 0,001
ИФН-γ r = 0,48; p = 0,03 r = -0,26; p = 0,02
ИЛ-8 r = -0,4; p = 0,045 r = 0,56; p = 0,045
ИЛ-4 r = 0,71; p = 0,001 r = -0,23; p = 0,01
ИЛ-10 r = 0,23; p = 0,03 r = -0,33; p = 0,045

Таблица 3. Показатели перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты в эритроцитах у больных механической жел-
тухой (МЖ) с неосложненным и осложненным послеоперационным периодом в сравнении с группой сравнения, Ме [Q1–Q3]

Показатель Группа сравнения,
n = 125 (1)

Больные МЖ с неосложнен-
ным послеоперационным 

периодом, n = 54 (2)

Больные МЖ с осложненным 
послеоперационным 
периодом, n = 16 (3)

Ме С25–С75 Ме С25–С75 Ме С25–С75

МДА, нмоль/1 г Hb
11,47 9,14–16,76 30,02 24,8–38,8 48,4 43,7–49,6

p1–2=0,000005 p1–3=0,000001

СОД, ед/мин/1 г Hb
1917,1 1668,9–

2372,9 2789,2 2479,4–2884,9 1544,5 1424,4–1643,1

p1–2=0,001 p1–3=0,000006
р2–3=0,01

КАТ, ммоль/с/1 г Hb
1,77 1,41–2,03 2,7 2,47–2,88 1,5 1,3–1,78

p1–2=0,001 p1–3=0,000009
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у пациентов с механической желтухой желчнокаменного генеза в послеоперационном периоде 

у пациентов с МЖ с осложненным послеоперационным 
периодом свидетельствует о высоком уровне аутоокис-
ления гемоглобина у них. Высокая активность каталазы 
у больных МЖ с неосложненным послеоперационным пе-
риодом свидетельствует о высоком содержании в эритро-
цитах внутриклеточного пероксида водорода, который, ве-
роятно, образовался из-за компенсаторного механизма за 
счет синтеза фермента на уровне ядерного предшествен-
ника эритроцитов. Избыток пероксида водорода может 
быть обусловлен увеличением реакций с участием флави-
новых коферментов и оксидаз [38].

Полученные нами данные об усилении перекисного 
окисления липидов и снижении антиоксидантной за-
щиты при МЖ с осложненными инфекционными про-
явлениями в послеоперационном периоде и усилении 
перекисного окисления липидов и активации антиокси-
дантной защиты при МЖ с неосложненным течением 
указывают на протективный эффект I и II типов воспа-
ления и ускоренное развитие инфекционных осложне-
ний при выраженном I типе воспаления.

Таким образом, несмотря на некоторое сходство 
сдвигов иммуновоспалительного статуса крови у боль-
ных МЖ с осложненным и неосложненным послеопе-
рационным периодом, роль этих изменений в патоге-
незе воспалительного повреждения гепатобилиарной 
зоны противоположна, и, следовательно, иммуномоду-
лирующая терапия больных МЖ с осложненным по-
слеоперационным периодом должна быть направлена 
на мишени, отличающиеся от таковых у больных МЖ 
с неосложненным послеоперационным периодом. 
У больных МЖ с осложненным послеоперационным 
периодом наиболее значимых положительных эффектов 
следует ожидать от лечения, направленного на индук-
торы и эффекторы I типа воспаления, тогда как у боль-
ных МЖ с неосложненным послеоперационным пери-
одом более целесообразна терапия, мишенями которой 
станут индукторы I и II типов воспаления [39].

Обсуждение
Продемонстрирована преимущественная роль вос-

палительного процесса I типа в патогенезе механи-
ческой желтухи с осложненным послеоперационным 
периодом, а в патогенезе механической желтухи с не-
осложненным послеоперационным периодом – воспа-
ления I и II типов.

В группе больных МЖ с осложненным послеопера-
ционным периодом наблюдали увеличение количества 
лимфоцитов, фагоцитов, продуцирующих провоспали-
тельные цитокины (ИЛ-2, ФНОα, ИФН-γ), т. е. можно 
предположить, что у этих больных имеется дефицит 
клеток, продуцирующих противовоспалительные ци-
токины. Выявленное нарушение часто ассоциируется 
с нарушениями баланса окислительной и антиокисли-
тельной систем организма и воспалительными реакци-
ями [11, 12]. В ответ на развитие клеточного стресса, 
обусловленного окисленными липопротеинами низкой 
плотности или в ответ на ИЛ-8, вероятно, развивается 
аутофагия [13–15]. При этом активные формы кисло-

рода участвуют в активации нейтрофилов, повышают их 
микробицидность и позволяют осуществлять высокоэф-
фективную противоинфекционную защиту организма 
[16–18]. В тяжелых случаях они являются источником 
системных аутоиммунных нарушений или вызывают 
разрушения эндотелия сосудов [19, 20]. Компенсатор-
ное увеличение количества моноцитов у больных МЖ 
с осложненным послеоперационным периодом сопро-
вождается аккумуляцией в этих клетках липопротеинов. 
Отсутствие цитокинов II типа воспаления, возможно, 
снижает переключение моноцитов/макрофагов на аль-
тернативно активированный М2-фенотип и не активи-
рует образование Tрег [21, 22].

У больных МЖ с неосложненным и осложненным 
послеоперационными периодами выявлено увеличе-
ние содержания нейтрофилов относительно группы 
сравнения, что, вероятно, указывает на различную роль 
данных клеток иммунной системы в патогенезе заболе-
вания. Нейтрофилы, по-видимому, играют у больных 
МЖ с неосложненным послеоперационным периодом 
не только провоспалительную, но и иммунорегулятор-
ную роль, блокируя пролиферацию цитотоксических 
Т-лимфоцитов и секрецию ими цитокинов. Дополни-
тельный вклад в иммунорегуляцию может обеспечи-
вать процесс эффероцитоза. Макрофаги фагоцитируют 
апоптотические нейтрофилы, при этом в макрофагах 
ингибируется продукция провоспалительных цитоки-
нов и одновременно стимулируются противовоспали-
тельные и иммунорегуляторные [28, 29].

Противоположная роль нейтрофилов – иммунорегу-
ляторная у больных МЖ с неосложненным послеопе-
рационным периодом и провоспалительная у больных 
с осложненным течением – может быть связана с фак-
том многократного превышения концентрации цитокина 
ФНОα у больных МЖ с осложненным послеоперацион-
ным периодом по сравнению с таковым у больных МЖ 
с неосложненным течением. ФНОα выступает сильным 
индуктором экзоцитоза первичных и вторичных гранул 
нейтрофилов, содержащих миелопероксидазу, вызыва-
ющую образование активных форм кислорода, нейтро-
фильную эластазу, а также множественные протеиназы, 
вызывающие апоптоз эндотелия сосудов. Иммунорегули-
рующая функция нейтрофилов обусловлена высвобожде-
нием из третичных гранул аргиназы [26, 30]. В последнее 
время появились исследования о возможности нейтрофи-
лов, аналогично макрофагам, дифференцироваться в раз-
личные функциональные фенотипы, определяющие раз-
личный исход воспалительных реакций [31, 32].

Обнаружено значительное повышение содержа-
ния малонового диальдегида в эритроцитах у больных 
обеих сравниваемых групп, что подтверждает усиление 
процессов липопероксидации в раннем послеопера-
ционном периоде. Вместе с тем полученные в нашей 
работе результаты указывают на усиление активно-
сти антиоксидантной защиты, увеличение активности 
ферментов супероксиддисмутазы и каталазы, которые 
способствуют снижению проявлений окислительного 
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стресса и свидетельствуют скорее о протективной роли 
воспаления II типа у больных МЖ с неосложненным 
послеоперационным периодом.

Выводы
1. У больных МЖ с осложненным послеопераци-

онным периодом выявляется усиление процессов ли-
попероксидации, снижение активности ферментов 
антиоксидантной защиты и преимущественный I тип 
воспаления.

2. У больных МЖ с неосложненным послеопераци-
онным периодом проявления окислительного стресса 

компенсируются повышением активности энзимов 
антиоксидантной защиты, выявляются I и II типы вос-
паления. 
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Сравнительный анализ современных методов 
диагностики аллергических реакций немедленного типа
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Резюме
Эффективность лечения аллергических заболеваний (АЗ), большинство которых воз-

никает из-за развития у пациентов аллергических реакций немедленного типа (АРНТ), 
напрямую связана с диагностикой. Для специфической диагностики АЗ, обусловленных 
развитием АРНТ, применяют тесты как in vivo, так и in vitro, которые связаны с образо-
ванием комплекса аллерген – антитело класса IgE. Один из диагностических методов 
in vivo – кожные пробы – прост в постановке, результат исследования известен через 
20 мин. Однако для постановки кожных проб имеется ряд противопоказаний, несоблю-
дение которых может спровоцировать нежелательные осложнения, в том числе и анафи-
лактический шок. Современные тесты in vitro (REAST и аллергочип) противопоказаний 
для проведения не имеют и позволяют более точно установить причинно-значимый ал-
лерген. Они относятся к методам молекулярной диагностики (МД), поскольку при их 
применении используют отдельные компоненты природного аллергенного комплекса, 
включающего несколько различных антигенных детерминант, которые разделяются на 
мажорные и минорные. Главные (мажорные) компоненты аллергенного комплекса вы-
зывают сенсибилизацию у 50 % и более пациентов, минорные компоненты аллергенного 
комплекса – менее чем у 10 % пациентов. С помощью методов МД был изучен механизм 
возникновения перекрестных аллергических реакций на аллергены, к которым у паци-
ента не было первичной сенсибилизации, и разработаны карты перекрестной иммуноре-
активности. Методы МД более затратны по сравнению с кожными пробами, однако по 
их результатам можно оценить эффективность аллерген-специфической иммунотерапии 
(АСИТ), что приводит к существенному снижению стоимости лечения. Если у пациен-
тов выявлена сенсибилизация к главным компонентам аллергенного комплекса, то АСИТ 
будет эффективна, поскольку препараты аллергенов, используемые для ее проведения, 
представляют собой водно-солевые экстракты только природных аллергенов, в которых 
присутствуют в значительных количествах главные аллергенные компоненты.
Ключевые слова: аллергические заболевания; аллергические реакции немедленного типа; IgE; аллергодиаг-
ностика; тесты in vivo; тесты in vitro; молекулярная диагностика; REAST аллергочип; аллергены; аллергенные 
компоненты; аллерген-специфическая иммунотерапия
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Введение
Рост числа аллергических заболеваний (АЗ), боль-

шинство которых связано с развитием у пациентов 
аллергических реакций немедленного типа (АРНТ), 
является одной из актуальных проблем современной 
медицины [1]. Развитие АРНТ связано с патологической 
реакцией организма на экзогенные аллергены (пыльце-
вые, пищевые, бытовые, микробные, лекарственные). 
При первичном контакте организма с аллергеном син-
тезируется специфический IgE, концентрация которого 
превышает норму в 20–40 раз (стадия сенсибилизации). 
После повторного контакта с аллергеном АРНТ раз-
виваются сразу или через несколько минут, что прояв-
ляется в виде анафилактического шока, отека Квинке, 
атопического дерматита, атопической бронхиальной 
астмы, поллинозов и т. п. [2–4]. На рисунке представ-
лена схема развития АРНТ [5]. 

Эффективность лечения АЗ и, соответственно, 
улучшение качества жизни пациентов напрямую свя-
зана с ранней диагностикой таких заболеваний. По-
становка диагноза АЗ направлена на выявление при-

чин (причинно-значимого аллергена) и факторов, 
способствующих формированию и манифестации 
АРНТ. Диагностика основана на корреляции анамнеза 
с этиологической ролью различных аллергенов, наличия 
положительных результатов тестирования, подтверж-
дающих диагноз. Обследование пациента включает 
тщательный сбор аллергоанамнеза (обострения сим-
птомов аллергии при повторной провокации аллерге-
ном, анализ фармакологического, пищевого анамнеза), 
неспецифические методы обследования (сбор анам-
неза, физикальное обследование, клинический анализ 
периферической крови, биохимический анализ, кли-
нический анализ мочи, цитологическое исследование 
секрета, мазков или смывов из полости носа, слизис-
той конъюнктивы и др.), инструментальные и функцио-
нальные методы обследования (передняя риноскопия, 
исследование функции внешнего дыхания и др.) [6]. 
Для специфической диагностики АЗ, обусловленных 
развитием АРНТ, применяют тесты как in vivo, так и in 
vitro, которые связаны с образованием комплекса аллер-
ген-антитело класса IgE.

Abstract
The effectiveness of treatment of allergic diseases (AD), most of which are associated 

with the development of immediate allergic reactions in patients (immediate-type allergy), is 
directly related to the diagnosis. For specifi c diagnostics of AD caused by the development of 
immediate-type allergy, both in vivo and in vitro tests are used, which are associated with the 
formation of an allergen-antibody (IgE) complex. Skin tests are easy to set up, the result of the 
study is known in 20 minutes. However, for skin tests, there are a number of contraindications, 
failure to comply with can provoke undesirable complications, including anaphylactic shock. 
Modern in vitro tests (REAST and allergochip) do not have contraindications for their conduct 
and allow to have more accurately determine the cause-signifi cant allergen. They belong 
to the methods of molecular diagnostics (MD) because they use separate components of a 
natural allergenic complex, which includes several different antigenic determinants, which are 
divided into major and minor. The main (major) components of the allergen complex cause 
sensitization of 50 % or more patients, minor components of the allergen complex – in less than 
10 % of patients. Using MD methods the mechanism of cross-allergic reactions to allergens to 
which the patient did not have primary sensitization was studied and cross-immunoreactivity 
maps were developed. MD methods are more expensive than skin tests, but their results can 
be used to evaluate the effectiveness of allergen specifi c immunotherapy (ASIT), which leads 
to a signifi cant reduction in the cost of treatment. If patients are found to be sensitized to the 
main components of the allergenic complex, then ASIT will be effective, since the allergen 
preparations used for its implementation are water-salt extracts of only natural allergens, which 
contain signifi cant amounts of the main allergenic components.
Keywords: allergic diseases; immediate type allergic reactions; IgE; allergodiagnostics; in vivo tests; in vitro tests; 
molecular diagnostics; REAST; allergochip; allergens; allergenic components; allergen-specifi c immunotherapy
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Схема развития аллергической реакции немедленного типа (по [5] с изменениями)

Аллергодиагностика in vivo
Применение тестов in vivo для подтверждения АЗ 

имеет более чем 100-летнюю историю и продолжает 
оставаться актуальным по сегодняшний день, поскольку 
тесты in vivo обладают хорошей чувствительностью, 
специфичностью и точностью; их воспроизводимость 
колеблется от 75 до 88 %. При аллергодиагностике наи-
более часто применяют кожные тесты: прик-тест (тест 
уколом) или скарификацию. Они просты в постановке, 
поскольку для кожных тестов необходимо иметь ал-
лерген, раствор гистамина (положительный контроль), 
скарификатор или иглу для прокола кожи; результаты 
анализа известны через 20 мин [7, 8]. 

Однако необходимо отметить, что тесты in vivo 
и кожные пробы в частности имеют серьезные противо-
показания, в первую очередь – обострение АЗ, острых 
и хронических заболеваний других этиологий. Также 
к противопоказаниям относятся гормональная терапия, 
психические заболевания, заболевания центральной 
нервной системы, беременность и период лактации. 
На результаты кожных проб влияет возраст пациентов – 
у детей до 5 лет и лиц старше 60 лет снижена реакция 
кожи. Но несмотря на это в некоторых ситуациях тесты 
in vivo имеют решающее значение для определения при-
чинно-значимого аллергена [8].

Аллергодиагностика in vitro
С развитием иммунохимических методов исследова-

ния стало возможным выявлять аллерген-специфичес-
кие IgE-антитела (IgE-Ат) в крови пациентов. Методы 
иммуноанализа в аллергодиагностике АРНТ основаны 
на связывании исследуемого белка (аллергена) со специ-
фичными к нему IgE-Ат и последующем выявлении об-

разовавшегося комплекса антиген–антитело с помощью 
метки, которая легко детектируется с использованием 
высокочувствительных устройств – счетчиков радио-
активных частиц, спектрофотометров, флуориметров 
и т. п. Исследуемые аллергены (природные аллер-
генные экстракты, содержащие как аллергенные, так 
и неаллергенные компоненты) сорбировали на твердом 
носителе, в качестве которого использовали бумажные 
диски, полистироловый планшет или нитроцеллюлоз-
ную мембрану. В 1967 г. для выявления IgE-Ат впервые 
был применен радиоаллергосорбентный тест (РАСТ). 
Позже для этих целей стали использовать и другие ме-
тоды иммуноанализа, такие как иммуноблоттинг, ИФА 
и т. п. [9]. Необходимо отметить, что первое поколение 
тестов in vitro обладало более низкой чувствительно-
стью по сравнению с кожными пробами, концентрация 
выявляемых IgE-Ат не всегда коррелировала с тяже-
стью заболевания [10–12]. 

Применение новых технологий и материалов в раз-
работках тест-систем на основе методов иммуно-
анализа привело к тому, что чувствительность тестов 
in vitro и in vivo стала сопоставима. В этих тест-системах 
наряду с нативными аллергенами используются также 
и рекомбинантные.

В частности, для проведения диагностики in vitro 
в настоящее время применяют тест-системы, основан-
ные на методе REAST – реверсивный аллергосорбент-
ный тест («capture» REAST) – с использованием биоти-
нилированных жидкофазных моно- и микст-аллергенов. 
Отличие «capture» REAST от классических вариантов 
ИФА состоит в том, что в планшет с сорбированными 
моноклональными антителами к IgE человека вносятся 
исследуемый образец крови и раствор биотинилиро-
ванного аллергена. Чувствительность тест-системы 
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повышается за счет того, что растворенный аллерген 
обладает большей доступностью для связи со специфи-
ческим IgE, чем аллерген, связанный с поверхностью 
планшета [13, 14]. 

В последнее время широкую популярность полу-
чил метод диагностики с использованием биочипов 
(аллергочипов). В аллергочипе ImmunoCAP Immuno 
Solid-Phase Allergen Chip (ISAC) используется техно-
логия мультиплексного анализа: на микрочип методом 
ультраточного дозирования нанесены 112 аллергенов. 
Для тестирования требуется всего 30 мкл сыворотки 
или плазмы крови пациента [15, 16].

REAST и тестирование с помощью аллергочипа 
ImmunoCAP ISAC относятся к методам молекулярной 
или компонентной диагностики (МД), поскольку исполь-
зуют отдельные компоненты природного аллергенного 
комплекса, включающего несколько различных анти-
генных детерминант (белковых молекул), обладающих 
различной способностью вызывать аллергическую ре-
акцию. Главные (мажорные) компоненты аллергенного 
комплекса обладают наибольшей иммуногенностью 
и вызывают сенсибилизацию 50 % и более пациентов 
с аллергией, они более крупные по размеру и более 
иммуногенные. По сравнению с ними малые по раз-
меру компоненты аллергенного комплекса (минорные 
аллергены) вызывают сенсибилизацию у менее чем 
10 % пациентов [17, 18]. Аллергенные компоненты 
классифицированы по их принадлежности к различ-
ным белковым семействам исходя структуры и функций 
белков. Ведется и постоянно дополняется база аллер-
генных молекул. В настоящее время описаны и охарак-
теризованы более 3 тыс. аллергенов, в числе которых 
выявлены 1400 изоформ и более 1500 воспроизведены 
как рекомбинантные молекулы [19].

Сравнительная оценка диагностической эффектив-
ности показала, что выявление причинно-значимого 
аллергена с помощью аллергочипа ImmunoCAP ISAC 
было более точным по сравнению с кожными пробами 
у пациентов, проживающих в местности с гипервыбро-
сом пыльцы различных трав, деревьев и кустарников, 
что позволило снизить расходы на лечение более чем 
в 2 раза [20]. 

С помощью методов МД был изучен механизм воз-
никновения перекрестных аллергических реакций на 
аллергены, к которым у пациента не было первичной 
сенсибилизации. Это связано с тем, что аллергены 

имеют сходные трехмерные структурные области (эпи-
топы), и поэтому IgE-Ат, специфичные для одного ал-
лергена, могут распознавать другие аллергены как свой 
специфичный аллерген. Так например установлено, что 
основной причиной перекрестной реактивности между 
аллергенами березы и яблони является биохимическое 
и иммунологическое сходство между основными аллер-
генными компонентами Bet v 1 и Mal d 1. Встречаемость 
перекрестной аллергенной реактивности по различным 
данным варьирует от 26 до 70 %. В настоящее время 
разработаны карты перекрестной иммунореактивности, 
что позволяет определить аллергены, после контакта 
с которыми у пациента может развиться аллергическая 
реакция [21–24].

К недостаткам методов МД относится их более вы-
сокая стоимость по сравнению с кожными пробами 
и более длительное время получения результатов иссле-
дования (не менее 2 ч). Кроме того, тесты МД являются 
простым доказательством сенсибилизации, которое не 
содержит никакой информации об их клинической значи-
мости. В конечном итоге только врач может оценить кли-
ническую значимость полученных с помощью тестов in 
vitro результатов независимо от использования нативных 
экстрактов аллергенов или отдельных компонентов [25]. 
В таблице приведены доступные в Российской Федера-
ции тест-системы, с помощью которых можно выявить 
IgE-Ат к отдельным аллергенным компонентам.

Применение методов молекулярной 
диагностики для оценки эффективности 
аллерген-специфической иммунотерапии 

Одним из направлений использования МД аллергии 
является индивидуальный подбор аллерген-специфи-
ческой иммунотерапии (АСИТ) пациентам, имеющим 
АЗ, обусловленные IgE-зависимой гиперчувствитель-
ностью. Методика АСИТ заключается в многократном 
введении аллергена в организм больного, начиная с по-
роговой дозы и постепенном повышении ее до хорошо 
переносимой. Коммерческие препараты аллергенов, ис-
пользуемые для АСИТ, представляют собой водно-соле-
вые экстракты только природных аллергенов, в которых 
присутствуют в значительных количествах главные ал-
лергенные компоненты. Их применяют в виде подкож-
ных инъекций или сублигвальных форм (таблетки или 
капли). Эффективность АСИТ не вызывает вопросов, 
когда она проводится, например, пациентам, чувстви-
тельным к пыльце амброзии, поскольку главный аллер-
генный компонент амброзии Amb a 1 в 100 % случаев 
вызывает развитие АЗ [8, 26]. В случае сенсибилизации 
к клещам домашней пыли Dermatophagoides 
pteronyssinus показано, что АСИТ будет эффективна 
только у 80 % пациентов, поскольку в 20 % случаев 
АЗ вызвано минорными аллергенными компонентами, 
которые присутствуют в природном аллергенном экс-
тракте в мизерных количествах. Cоответственно, па-
циентам с АЗ, вызванными минорными аллергенными 
компонентами, рекомендовать АСИТ не следует [27]. 

Тест-системы для выявления специфических IgE-АТ к аллер-
генным компонентам

Тест-система Метод
ImmunoCAP ISAC (Thermofi sher 
Scientifi c)

аллергочип

ImmunoCAP specifi c IgE (Thermofi sher 
Scientifi c)

REAST

Specifi c IgE REAST (Dr. Fooke)
АллергоИФА-специфические IgE 
(АлкорБио)
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Также показано, что эффективность АСИТ будет вы-
сокой для пациентов с аллергией на пыльцу березы 
в случае обнаружения сенсибилизации к мажорному ал-
лергену Bet v 1. При наличии специфических IgE как 
к мажорному компоненту Bet v 1, так и к минорному 
компоненту Bet v 2 эффективность АСИТ будет сред-
ней, а при отсутствии IgE к мажорному аллергену Bet v 
1 АСИТ будет малоэффективной [28].

Необходимо отметить, что в странах ЕС оценка ко-
личественного содержания аллергенных компонентов 
имеет рекомендательный характер [29], в Российской 
Федерации она рекомендована только для стандартных 
образцов аллергенов [30, 31]. Возможно, это связано с ма-
лой доступностью реагентов для выявления отдельных 
аллергенных компонентов, поскольку производством 
этих веществ и соответствующих моноклональных 
антител, необходимых для их выявления, занимаются 
только отдельные фирмы, которые имеют ограничен-
ный выпуск такой продукции. В ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России при разработке стандартных образ-
цов аллергенов для количественной оценки отдельных 
компонентов используют коммерческие наборы фирмы 
INDOOR Biotechnologies [32]. В настоящий момент от-
сутствуют рекомендации по количественному содержа-
нию в препаратах лечебных аллергенов аллергенных 
компонентов, необходимых для достижения терапев-
тического эффекта. Из всех зарегистрированных в Рос-
сийской Федерации аллергенов, рекомендованных для 
АСИТ, только в нормативной документации препаратов 
фирмы «АЛК Абелло» предусмотрена количественная 
оценка главных аллергенных компонентов.

Заключение
Таким образом, диагностика АЗ, обусловленных раз-

витием АРНТ, основывается на выявлении комплекса 
аллерген–IgE-Ат. Для этого используются тесты как 
in vivo (в основном кожные пробы), так и in vitro. Кож-
ные пробы просты в постановке, результат исследова-
ния известен через 20 мин. Однако для кожных проб 
имеется ряд противопоказаний, несоблюдение кото-
рых может спровоцировать нежелательные осложне-
ния, в том числе и анафилактический шок. Тесты in 
vitro противопоказаний не имеют, и современные 
методы аллергодиагностики, основанные на выявле-
нии отдельных компонентов аллергенного комплекса 
(REAST, алллергочип), позволяют более точно уста-
новить причинно-значимый аллерген. В настоящее 
время МД не может заменить традиционные методы 
диагностики АЗ и в большинстве случаев рассматри-
вается как подход третьей линии после клинического 
анамнеза и кожного тестирования. И хотя они более 
затратны по сравнению с кожными пробами, по их ре-
зультатам можно оценить эффективность АСИТ, что 
приводит к существенному снижению стоимости лече-
ния. Индивидуальный подбор препаратов аллергенов 
для АСИТ пока невозможен, поскольку оценка количе-
ственного содержания аллергенных компонентов в них 
имеет рекомендательный характер.
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Резюме
Обзор содержит анализ литературных данных последних десятилетий, посвященный 

микроэкологическим, метаболическим и иммунологическим механизмам связи между 
заболеваниями пародонта и атеросклеротическим поражением сосудов. Показана роль 
липидного обмена и иммунных механизмов, подтвержденная современными представ-
лениями о патогенезе атеросклероза. Обсуждена концепция о потенциальном значении 
инфекционных агентов как компонентов биопленки зубодесневой борозды в патогенезе 
атеросклероза с позиций данных последних лет о свойствах бактерий-персистеров. 
Представлены доказательства участия пародонтопатогенных бактерий в формировании 
атеросклеротических бляшек и рассмотрены механизмы такого участия. В итоге удалось 
показать, что одним из главных связующих компонентов для заболеваний пародонта 
и атеросклероза служит этиологический фактор, включающий способность пародон-
топатогенных бактерий влиять на липидный обмен в тканях, проникать внутрь мак-
рофагов, персистировать в кровотоке, участвовать в формировании пенистых клеток 
и атеросклеротических бляшек, влиять на прогрессирование атеросклеротического и ауто-
иммунного процесса.
Ключевые слова: заболевания пародонта; атеросклероз; пародонтопатогенные бактерии; системные эффекты; 
липидный обмен; иммунные механизмы
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Введение
В литературе последних лет появляется все больше 

свидетельств того, что сердечно-сосудистые заболева-
ния и заболевания пародонта инфекционно-воспали-
тельной природы часто ассоциированы между собой 
и, возможно, причинно связаны [1, 2].

Пародонтит – это широко распространенное среди 
населения Земли хроническое инфекционное заболе-
вание опорных тканей зубов. Этиология заболевания 
тесно связана с колонизацией тканей пародонта слож-
ной ассоциацией анаэробных грам-отрицательных бак-
терий [3, 4], хотя грам-положительные бактерии также 
составляют значительный компонент субгингивальной 
биопленки и могут быть причинно связаны с заболева-
ниями пародонта [4, 5]. Последующая воспалительная 
реакция ответственна за медленную прогрессирующую 
деградацию периодонтальной связки и альвеолярной 
кости, зубы при этом становятся подвижными и в ко-
нечном итоге выпадают [6].

Многочисленные научные исследования говорят 
о том, что риск возникновения инфекционно-воспа-
лительных заболеваний пародонта связан с общим 
иммунным статусом, наличием общесоматических за-
болеваний, генетической предрасположенностью, не-
удовлетворительным состоянием гигиены ротовой 
полости [7]. Все это непосредственно отражается на 
местном иммунном статусе полости рта, поскольку все 
формы воспалительных заболеваний пародонта проте-
кают на фоне прогрессирующих в нем патологических 
изменений [8]. В свою очередь поражение пародонта по 

мере прогрессирования служит фактором риска много-
численных системных заболеваний, среди которых одно 
из ведущих мест занимает патология сердечно-сосудис-
той системы, в первую очередь – атеросклероз [1, 9].

Атеросклероз – это хроническое воспалительное за-
болевание, характеризующееся субэндотелиальным на-
коплением воспалительных клеток и липидов, которые 
в совокупности способствуют развитию системного 
патологического процесса с формированием атеро-
склеротических бляшек в стенке сосудов при высоком 
риске их разрушения и распространением атероскле-
ротических поражений по кровеносному руслу [10]. 
К настоящему времени сложилось четкое представле-
ние об атеросклерозе как о многофакторном заболе-
вании, в основе которого лежит сочетание нарушений 
биохимических, иммунологических и молекулярно-
генетических процессов. В атерогенез вовлекается слож-
ный комплекс взаимодействий между сосудистой стен-
кой, форменными элементами крови, растворенными 
в ней биологически активными веществами и локаль-
ным нарушением кровотока [11].

Современная гипотеза об эпидемиологической 
связи между сердечно-сосудистыми заболеваниями 
и пародонтитом базируется на представлении о том, 
что воспаленные ткани пародонта служат входными во-
ротами для проникновения микроорганизмов в крово-
ток и отдаленные органы [12]. Эта гипотеза основана на 
том факте, что бактерии из полости рта были идентифи-
цированы в атеросклеротических бляшках [13]. Кроме 
того, известно, что эндотоксины грам-отрицательных 
бактерий могут усиливать воспалительные процессы 

Summary
The review provides an analysis of the literature of recent decades on microecological,  

metabolic and immunological mechanisms of the relationship between periodontal diseases 
and atherosclerotic vascular lesion. The role of lipid metabolism and immune mechanisms, 
confi rmed by modern ideas about the pathogenesis of atherosclerosis, is shown. The concept of 
the potential signifi cance of infectious agents as components of the dental sulcus biofi lm in the 
pathogenesis of atherosclerosis is discussed from the standpoint of recent data on the properties 
of persistent bacteria. Evidence of the participation of periodontal pathogenic bacteria in the 
formation of atherosclerotic plaques is presented and the mechanisms of such participation are 
considered. The analysis of modern literature which is devoted to the signifi cance of periodontal 
diseases in the development of systemic pathology on the example of atherosclerosis has 
shown that one of the main binding components in this case is an etiological factor, including 
the ability of periodontopathogenic bacteria to infl uence lipid metabolism in tissues, enter 
into macrophages, persist in the bloodstream, participate in the formation of foam cells and 
atherosclerotic plaques, and infl uence the progression of the atherosclerotic process.
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при атеросклеротических поражениях [14]. Это приво-
дит к увеличению вероятности разрыва атеросклероти-
ческой бляшки и образованию тромба, а следовательно, 
к ишемии в дистальных тканях [1].

Цель данного обзора – анализ литературы послед-
них лет по микроэкологическим и иммунологическим 
механизмам связи между заболеваниями пародонта 
и атеросклеротическим поражением сосудов.

Современные взгляды на метаболические 
и иммунные механизмы развития 
атеросклероза

На протяжении многих десятилетий одним из наи-
более четко определенных патогенетически значимых 
факторов атеросклероза считалось диетическое ожире-
ние, поскольку признано, что пищевые жиры активи-
зируют воспалительные и иммунные пути, усиливают 
адгезию лейкоцитов и способствуют развитию эндоте-
лиальной дисфункции, связанной с прогрессированием 
атеросклероза [15]. Ключевые события в этом контексте 
связаны с накоплением холестерина, включая липопро-
теины низкой плотности (ЛПНП), в том числе аполипо-
протеина В [16] в интиме крупных и средних артерий.

Этот процесс выглядит следующим образом. Вна-
чале происходит модификация ЛПНП путем их окис-
ления, затем их фагоцитоз макрофагами, которые 
превращаются за счет очень высокого содержания холе-
стериновых эфиров в так называемые пенистые клетки 
с их последующим накоплением в субэндотелиальном 
пространстве [17]. Для поглощения липидов у макро-
фагов имеются специальные рецепторы, такие как ре-
цептор-мусорщик класса А (SR-A) и молекулы CD36, 
опосредующие интернализацию окисленных ЛПНП, 
что и приводит к отложению холестерина в клетках [17]. 
Описанные процессы уравновешиваются наличием 
в макрофагальных клетках обратных транспортеров 
холестерина, включая SR-BI, АТФ-связывающие транс-
портеры A1 и G1 (ABCA1 и ABCG1), ответственных за 
выведение холестерина [18]. Защитную противоатеро-
генную функцию по выводу свободного холестерина 
могут выполнять липопротеины высокой плотности 
(ЛПВП) и их главные компоненты – аполипопротеины 
А1 и E, которые влияют на процессы окислительной мо-
дификации ЛПНП [16].

В случае неблагоприятного развития событий 
в стенке сосудов происходит непрерывный рост жи-
ровых инфильтратов, богатых воспалительными лей-
коцитами, которые макроскопически принимают вид 
атеросклеротических бляшек [19]. Во время прогрес-
сирования атеросклероза эндотелиальные клетки, мак-
рофаги и гладкомышечные клетки сосудистой стенки 
погибают в результате апоптоза или некроза. Распад 
пенистых и потеря гладкомышечных клеток могут 
иметь пагубные последствия, приводя к образованию 
богатого липидами ядра и хрупкого склонного к раз-
рыву фиброзного колпачка [20]. Богатое липидами ядро 
бляшки представляет собой аваскулярную, гипоцеллю-

лярную, мягкую кашицу, полностью лишенную поддер-
живающего коллагена [19]. Клеточный апоптоз вносит 
значительный вклад в высокую активность тканевого 
фактора и тромбогенность атероматозного ядра [21]. 
Термин «разрыв бляшки» используют для обозначения 
бляшки с глубоким повреждением и реальным дефек-
том в фиброзном колпачке, который отделяет богатое 
липидами атероматозное ядро от текущей крови, обна-
жая тромбогенное ядро бляшки c последующим тромбо-
зом артерий – причиной инвалидности или летального 
исхода [22].

К настоящему времени многие представления об 
этиопатогенезе атеросклероза дополнились новыми 
сведениями, и уже с середины 2000-х гг. атеросклероз 
стали рассматривать как хроническое воспалительное 
заболевание [10]. Дело в том, что окислительные моди-
цификации, которым подвергаются ЛПНП в интиме со-
судов, способствующие поглощению их макрофагами, 
происходят под действием активных форм кислорода, 
накапливаемых вследствие оксидативного стресса [23]. 
Кроме того, окисленные фосфолипиды сами по себе 
вызывают воспаление артериальной стенки, связываясь 
с Toll-подобными рецепторами (TLRs), которые опо-
средуют провоспалительные сигналы [24]. Клинически 
важным следствием холестериновой нагрузки макрофа-
гов с образованием пенистых клеток является форми-
рование внутриклеточных холестериновых микрокрис-
таллов, активирующих инфламмасому – молекулярный 
комплекс, состоящий из цитозольно-нуклеотид-связы-
вающих доменов – продуктов повторяющихся генов 
(NLRP3), превращающих про-интерлейкин(ИЛ)-1β 
в его биологически активную форму, которая, обладая 
провоспалительными свойствами, усиливает экспрес-
сию многих других провоспалительных цитокинов [25].

По мере накопления в очаге поражения сосудистой 
стенки клеток миелоидного ряда происходит инфильтра-
ция тканей клетками адаптивного иммунного ответа – 
В- и Т-лимфоцитами [26]. Примечательно, что рост 
в бляшке миелоидных клеток и лимфоцитов коррели-
рует с клиническими осложнениями и может предрас-
полагать к будущим тромбоэмболическим событиям, 
вызванным крупными клеточными инфильтратами 
с тонким фиброзным колпачком («нестабильная бляш-
ка») [27]. Наличие Т-и B-лимфоцитов в составе не-
стабильных бляшек привело к появлению гипотезы 
о том, что атеросклероз включает аутоиммунный
ответ [19].

Из всех кандидатов на роль аутоантигенов наибо-
лее признаны в настоящее время ЛПНП и их основ-
ной белок аполипопротеин В, которые демонстрируют 
самую сильную клиническую и причинно-следствен-
ную связь с атеросклерозом у человека. Аутоиммун-
ное значение этих субстанций подтверждено и в экс-
перименте, при этом показано, что направленный на 
них аутоиммунный ответ выполняет атеропротектор-
ную функцию [19]. Помимо ЛПНП/аполипопротеи-
на В, иммунные реакции, сопутствующие атероскле-
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розу, могут вызывать собственные белки теплового 
шока [28], а также целый ряд чужеродных инфекцион-
ных агентов [29].

Что касается категорий лимфоцитов, играющих 
наиболее значимую роль в иммунном ответе, в насто-
ящее время подчеркивается, что атеросклероз – это 
Th1-зависимая болезнь, т. е. основными иммунопато-
генетически значимыми клетками являются Т-хелперы 
1-го типа (CD3+CD4+), которые продуцируют в атеро-
склеротической бляшке такие цитокины, как ИФН-γ, 
ИЛ-2, ИЛ-3, фактор некроза опухолей α и лимфоток-
син, могут активировать макрофаги, Т-клетки и дру-
гие компоненты бляшки, тем самым усугублять вос-
палительный ответ данной локализации [30]. Контроль 
количественног содержания Тh1-клеток обычно осу-
ществляют регуляторные Т-клетки (Трег, СD3+FoxP3+), 
но в случае атеросклероза обычно отмечают нестабиль-
ность этой субпопуляции [31], обусловленную повы-
шенным метилированием локуса FOXP3 [32]. В резуль-
тате в атеросклеротической бляшке нарастают реакции 
продуктивного воспаления по типу Th1-обусловленной 
гиперчувствительности замедленного типа на фоне 
сниженной способности подавлять активность этих 
реакций. С одной стороны, это приводит к деградации 
аутоантигенов липопротеиновой природы, играющих 
ведущую роль в формировании атеросклеротической 
бляшки, а с другой – ослабление контроля этого про-
цесса со стороны Трег может способствовать разрыву 
атеросклеротической бляшки со всеми нежелательными 
последствиями.

Роль В-лимфоцитов при атеросклерозе также неод-
нозначна. Дело в том, что в составе атеросклеротических 
бляшек обнаруживают как В1-, так и В2-субпопуляции 
этих клеток. В1 характеризуются полиспецифич-
ностью и продуцируют преимущественно IgM, взаи-
модействующие при атеросклерозе со специфичными 
к окислению неоэпитопами на ЛПНП, что придает им 
атеропротекторные функции. IgG-антитела против апо-
липопротеина В, продуцируемые В2-лимфоцитами, на-
оборот, проявляют преимущественно проатерогенный 
эффект [19], возможно, связанный с активацией макро-
фагальных функций.

Таким образом, процессы, протекающие при атеро-
склерозе в стенке крупных и средних сосудов и проявля-
ющиеся формированием атеросклеротических бляшек, 
тесно связаны с изменениями липидного метаболизма 
при особой патогенетической роли макрофагов и лим-
фоцитов. Однако в контексте данного обзора отдельного 
внимания заслуживают пусковые факторы атероскле-
ротических сдвигов и вопросы предрасположенности 
к ним с позиций взаимосвязи заболеваний пародонта 
и атеросклероза.

Как для сердечно-сосудистых заболеваний, так и для 
пародонтита широко признается наличие генетической 
предрасположенности. Более того, имеются данные 
об общем генетическом фоне для атеросклероза и па-
родонтита [33]. В частности, оба заболевания могут 
быть связаны генетически обусловленным гиперреак-

тивным воспалительным признаком или генетически 
обусловленным отсутствием надлежащего контроля 
иммунных реакций в отношении бактерий или их ком-
понентов, таких как эндотоксин (липополисахарид, 
ЛПС). Используя биоинформационный подход, K.M. 
Hettne и соавт. [1] доказали существование подобной 
взаимосвязи, а это, в свою очередь, делает актуальным 
вопрос об особой роли грам-отрицательных микро-
организмов в пусковых механизмах обоих заболева-
ний. И если этиологическая роль последних при за-
болеваниях пародонта инфекционно-воспалительной 
природы сомнений не вызывает, то при атеросклерозе 
возможность участия пародонтопатогенных бактерий 
в качестве триггера атеросклеротического процесса 
нуждается в особом обсуждении.

Бактерии-персистеры и микроэкологические 
проблемы развития атеросклероза

По мере изучения атеросклероза у исследовате-
лей укреплялось мнение, что, помимо традиционных 
факторов риска, включающих гиперлипидемию, куре-
ние, ожирение и диабет, формированию заболевания 
способствуют хронические инфекции [34]. Одними из 
первых возбудителей хронических инфекционных про-
цессов в этом качестве были описаны респираторный 
патоген Chlamydia pneumoniae и пародонтальный па-
тоген Porphyromonas gingivalis. Оба микроорганизма 
были обнаружены в атеросклеротических бляшках, 
и оба они способствовали развитию атеросклероза 
в моделях заболевания на мышах, оба индуцировали 
образование пенистых клеток из макрофагов in vitro, 
хотя и значительно отличались друг от друга по свой-
ствам и биологической нише [35–37]. Помимо указан-
ных микроорганизмов, кандидатами на присутствие 
в атеросклеротических бляшках и запуск атероскле-
ротического процесса считают Helicobacter pylori, 
еще один пародонтопатоген Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans и некоторые другие бактерии, а также 
вирусы [38]. Все эти возбудители могут влиять на про-
грессирование атеросклеротической бляшки либо путем 
ее колонизации, либо опосредованным путем, провоци-
руя воспалительные реакции в стенках сосудов, пред-
располагая к разрыву бляшек и образованию тромба.

Остается открытым вопрос о механизмах включе-
ния в первую очередь грам-отрицательных бактерий 
в атеросклеротический процесс. С этой точки зрения 
особого внимания заслуживает привлекающее в по-
следние годы исследователей учение о бактериях-пер-
систерах. Персистеры первоначально были описаны 
J.W. Bigger [39] в 1944 г., но детальное исследование 
клеточно-молекулярных механизмов их формирования 
произошло только в последнее десятилетие.

Установлено, что все патогенные микроорганизмы 
производят небольшую субпопуляцию спящих персис-
тирующих клеток, которые обладают временной вы-
сокой устойчивостью к уничтожению антибиотиками. 
Как только концентрация антибиотика падает, выжив-
шие персистеры восстанавливают популяцию, вызывая 
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рецидив хронической инфекции. Следует подчеркнуть, 
что персистеры – это дремлющие фенотипические ва-
рианты обычных бактериальных клеток, а не мутанты. 
Персистеры особенно важны в условиях, когда патоген 
защищен от иммунной системы биопленками, или в мес-
тах, где влияние иммунных компонентов ограничено – 
в нервной системе,  желудке или внутри макрофагов 
[40, 41]. Исследование персистеров на примере кишеч-
ной палочки показало, что в этих случаях формируется 
транскриптом, который указывает на дремлющий фе-
нотип и характеризуется понижением регуляции энер-
гопроизводящих и биосинтетических функций. При 
этом основной механизм образования персистеров 
включает формирование токсин-антитоксиновых моду-
лей. Токсины вызывают спячку бактериальной клетки, 
например, путем расщепления мРНК. Токсин HipA 
ингибирует трансляцию путем фосфорилирования 
фактора удлинения Ef-Tu [41]. Одной из причин пере-
хода бактерий в состояние персистера является также 
их стрессовая реакция (SOS), в частности на факторы, 
повреждающие ДНК, – ультрафиолетовые лучи, хи-
мические агенты, ДНК-повреждающие антибиотики. 
В этих случаях при участии SOS-генов образуется осо-
бый мембранный токсин TisВ, который снижает элек-
трический потенциал мембран и уровень АТФ в клетке. 
В результате формируются «спящий» фенотип бактерий 
с временной множественной лекарственной устойчиво-
стью [42].

Сочетание таких свойств персистеров, как их об-
разование в составе биопленки или внутри макро-
фагов позволяет высказать предположение, что это 
и есть тот механизм, который способствует формиро-
ванию бактерий-персистеров из состава пародонтопа-
тогенной микрофлоры, которые выйдя из состава био-
пленки зубодесневой борозды и распространяясь по 
организму внутри макрофагов, приводят к различным 
системным патологическим процессам, в том числе 
к атеросклерозу.

Пародонтопатогенные бактерии 
как связующее звено заболеваний пародонта 
и атеросклероза

Среди многочисленных патогенов пародонта, уча-
ствующих в возникновении и/или развитии сердечно-
сосудистых заболеваний, особая роль принадлежит 
Porphyromonas gingivalis и A. actinomycetemcomitans. 
К настоящему времени только эти два пародонтопа-
тогена обнаружены в атеросклеротических бляшках 
е на уровне присутствия их молекулярных компонентов, 
а в жизнеспособном виде [43].

В контексте избранного нами подхода к проблеме 
особого интереса заслуживает связь между заболе-
ваниями пародонта, этиологически обусловленными 
P. gingivalis и A. actinomycetemcomitans, и сложными ме-
ханизмами формирования атеросклеротических бляшек 
с участием метаболических инфекционно-воспалитель-
ных и аутоиммунных процессов.

Участие грам-отрицательного анаэроба P. gingivalis 
в развитии и прогрессировании атеросклероза у чело-
века подтверждено на животных. Во многих исследо-
ваниях, изучающих механизмы, ответственные за раз-
витие атеросклероза в условиях питания с высоким 
содержанием жиров или инфекции P. gingivalis, исполь-
зовались мыши, дефицитные по аполипопротеину E 
(ApoE-/-), у которых гиперхолестеринемия в пять раз 
выше, чем у штамм-совместимых контрольных живот-
ных, и спонтанно развивается умеренная степень ате-
росклероза в аорте при отсутствии дополнительных 
стимулов. Формирование атеросклеротических бляшек 
значительно увеличивается у ApoE-/--мышей при разви-
тии инфекционного поражения полости рта с участием 
P. gingivalis [44].

Было показано, что P. gingivalis, помимо этиологи-
ческой роли в развитии пародонтита, с участием своего 
липополисахарида (ЛПС) способен оказывать также 
ряд атерогенных эффектов при сердечно-сосудистых 
заболеваниях. Например, ЛПС P. gingivalis запускает 
секрецию воспалительных цитокинов и способствует 
адгезии мононуклеарных клеток к эндотелию сосудов 
[45]. С одной стороны, многие исследования показали, 
что ЛПС, выделенные из P. gingivalis, активируют мак-
рофаги и способствуют их превращению в пенистые 
клетки, a c другой – механизм образования пенистых 
клеток макрофагального происхождения с участием 
P. gingivalis вызывает еще очень много вопросов, 
и только единичные исследования демонстрируют по-
пытку продвинуться в этом направлении. Например, 
L. Lei и соавт. [46] сообщили, что ЛПС-индуцированное 
образование пенистых клеток с участием P. gingivalis 
может быть опосредовано усиленной активацией сиг-
нальных путей ядерного фактора-κB (NF-κB) и окис-
лительной модификацией ЛПНП. X.Y. Li и соавт. [47] 
показали способность ЛПС P. gingivalis усиливать экс-
прессию CD36 и ослаблять транспорт холестерина из 
клетки с участием молекул ABCA1. Этот процесс осу-
ществляется с участием фермента гем-оксигеназы-1, 
т. е. тесно связан с участием гемина, влияющего на пре-
обладание различных по своей биологической активно-
сти изоформ ЛПС у P. gingivalis.

Описан и генетический механизм ЛПС-зависимой 
связи между пародонтитом и атеросклерозом. Речь 
идет об особом семействе ферментов – параоксона-
зах (PON), обладающих широкой специфичностью 
и каталитической универсальностью. В настоящее 
время открыты три представителя семейства – PON1, 
PON2, PON3. PON1 связаны с ЛПВП и циркулируют 
в плазме крови. Их основные функции – предотвраще-
ние окисления липопротеинов, уменьшение образова-
ния липидных пероксидов и снижение риска развития 
атеросклероза [48]. Обнаружено, что развитие заболе-
ваний пародонта может быть связано с генетическими 
полиморфизмами в гене PON1, что приводит к повы-
шению уровня окисленных ЛПНП, а впоследствии 
способствует образованию пенистых клеток и атеро-
склеротических бляшек на стенках сосудов. Более того, 
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K.M. Hettne и соавт. [1] показали, что PON1 может свя-
зывать пародонтит с атеросклерозом преимущественно 
ЛПС-зависимым образом.

Определенная роль в механизмах атеросклероти-
ческих изменений, индуцированных P. gingivalis, при-
надлежит гингипаинам этих бактерий. Было показано, 
что протеолитическая активность, обусловленная гин-
гипаинами, способствует продукции агрегированных 
форм ЛПНП, приводящих к образованию пенистых кле-
ток-макрофагов в процессе формировании атеросклеро-
тической бляшки [49].

Огромное значение в реализации системных эффек-
тов P. gingivalis придается их свойству длительного вну-
триклеточного выживания в макрофагах. Способность 
P. gingivalis к опосредованному липидным рафтом по-
глощению и внутриклеточной персистенции рассматри-
вается в настоящее время в контексте эпидемиологи-
ческой и механистической связи между пародонтитом 
и системными заболеваниями в целом и атеросклеро-
зом в частности [50]. Вполне возможно, что присут-
ствие жизнеспособного P. gingivalis внутри макрофагов 
может быть достаточным для того, чтобы позволить 
этому микроорганизму использовать миграционный 
потенциал макрофагов, способствуя перемещению 
в другие ткани и инфицированию других клеток, ме-
нее устойчивых к инвазии (например, эндотелиальных 
клеток) [51].

Наличие аутоиммунного компонента при атероскле-
розе, индуцированном P. gingivalis, также подтверждает 
наличие связи между бактериальной инфекционной 
нагрузкой и атерогенезом, модулируемой с помощью 
естественного IgM, направленного против кросс-
реактивных эпитопов бактерий и модифицированных 
ЛПНП [52].

Роль A. actinomycetemcomitans, этиологически свя-
занного с воспалением пародонта в развитии атеро-
склеротических изменений, также подтверждена в 
эксперименте: эта бактерия индуцирует развитие ате-
росклероза у мышей с дефицитом аполипопротеина 
Е. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что A. actinomycetemcomitans способствует наруше-
нию липопротеинового профиля, воспалительной ре-
акции и ремоделированию матрикса, которые, как из-
вестно, способствуют развитию атеросклероза [53]. 
Другая экспериментальная модель подтвердила, что 
системная инфекция A. actinomycetemcomitans акти-
вирует связанные с воспалением биологические пути 
и модулирует клеточный липидный гомеостаз, а не-
благоприятные изменения в жировой ткани при хро-
нической инфекции могут способствовать развитию 
атеросклероза [54]. Было показано, что ЛПС A. actino-
mycetemcomitans играет важную роль в формировании 
пенистых клеток стимулированными ЛПНП макрофа-
гами [55]. Что касается проатерогенного потенциала 
A. actinomycetemcomitans в целом, то он очень тесно 
связан с ЛПС этих бактерий, может зависеть от инфи-
цирующего штамма и коррелировать с пародонтопато-
генным потенциалом возбудителя [56].

Изучалась инвазивная способность Fusobacterium 
nucleatum в инициации и прогрессировании атероскле-
роза с использованием модели хронической десневой 
инфекции ApoE-дефицитных мышей (ApoE-/-). Было 
установлено, что F. nucleatum колонизирует ротовую 
полость мыши, распространяется гематогенно и моду-
лирует местный иммунный ответ в аорте. Однако F. nu-
cleatum не вызывает сильной воспалительной реакции 
или развития атеросклеротического поражения, а скорее 
регулирует системные изменения в организме-хозяине, 
приводящие к позднему снижению прогрессирования 
бляшки [57].

В одном из экспериментальных исследований уда-
лось выделить жизнеспособные T. denticola и F. nuclea-
tum из сердец и аорт мышей через 2 нед после оконча-
ния пародонтальной инфекции, что указывает на то, что 
бактерии долго выживали у мышей, хотя нельзя ска-
зать, были ли бактерии внутри ткани сосуда, прилипли 
к стенкам сосуда или переносились с током крови, по-
павшей в органы при их извлечении [58].

Отмечена проатерогенная роль и такого пародонто-
патогена как Tannerella  forsythia, хотя его прямое уча-
стие в формировании атеросклеротических бляшек пока 
не подтверждено. Было показано только, что в экспери-
менте эти бактерии с помощью их адгезионных моле-
кул ВspA способствуют образованию пенистых клеток 
и способны ускорять прогрессирование атеросклероти-
ческих поражений у мышей с генотипом ApoE-/- через 
влияние на липидный метаболизм [59]. S.S. Chukka-
palli и соавт. [60] показали, что, несмотря на повышен-
ные факторы риска прогрессирования атеросклероза, 
моноинфекция T. forsythia не увеличивала рост бляшек 
в аорте мышей ApoE-/-. Авторы предполагают, что в со-
ставе микробного сообщества биопленок T. forsythia яв-
ляется более патогенной и только в этом случае может 
способствовать развитию атеросклеротических бляшек, 
при этом у человека роль T. forsythia или любого отдель-
ного вида бактерий полости рта в атерогенезе может 
быть менее важной, чем его вклад в патогенез в составе 
микробного сообщества.

Таким образом, пародонтопатогенная микрофлора, 
вне всякого сомнения, принимает участие в формиро-
вании атеросклеротических изменений в сосудистой 
стенке. Роль представителей отдельных видов бактерий 
из группы пародонтопатогенов в проатеросклеротиче-
ских эффектах неравнозначна, тем не менее, наличие 
последних доказывает несомненную связь между забо-
леваниями пародонта и атеросклерозом.

Заключение
Стоматологические заболевания на протяжении мно-

гих десятилетий и даже столетий считались совершенно 
отдельной областью медицины, мало связанной с со-
матической патологией. Однако современные научные 
достижения в этой области показали, что заболевания 
ротовой полости и других систем организма характе-
ризуются неразрывной общностью этиопатогенетичес-
ких взаимосвязей, что лишний раз показывают данные 
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этого обзора на примере анализа соответствия между 
заболеваниями пародонта и системным атеросклероти-
ческим процессом. Эта категория взаимосвязей чрезвы-
чайно многогранна, она касается сдвигов липидного об-
мена и иммунологических изменений, сопутствующих 
механизмам развития таких, на первый взгляд, далеких 
по своему патогенезу заболеваний. Однако главный 
связывающий компонент – это этиологический фак-
тор, представленный пародонтопатогенными бактери-
ями, совершающими путь от биопленки зубодесневой 
борозды и местного внутриклеточного проникновения 
в макрофаги при пародонтите до циркуляторного русла 
и системного поражения сосудов атеросклеротическим 
процессом. Многие механизмы подобной персистенции 

еще неясны, но их наличие сомнений уже не вызывает, 
что открывает путь для разработки новых способов 
борьбы с системной патологией, столь значительно вли-
яющей на здоровье и продолжительность жизни населе-
ния нашей планеты.
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Резюме
Введение. Вакцинация – один из наиболее эффективных способов снижения заболе-

ваемости. Инфекция, вызванная вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ), при отсутствии вакци-
нации представляет серьезную проблему здравоохранения. 

Целью систематического обзора стало изучение разработки средств специфической 
иммунопрофилактики ВЭБ-инфекции. 

Материал и методы. Поиск осуществлялся в базах eLibrary, Cyberleninka, The Co-
chrane Library, PubMed, clinicaltrials.gov и на сайте Researchgate в соответствии с раз-
работанной стратегией с учетом критериев включения и невключения. Глубина поиска 
составила 20 лет. Период поиска 04.05.2020–19.05.2020. Окончательный список публи-
каций включал 10 исследований.

Результаты. Из 10 отобранных работ семь отображали результаты испытаний канди-
датных вакцин, нацеленных на предотвращение инфицирования ВЭБ, три – описывали 
кандидатные вакцины для иммунизации инфицированных ВЭБ индивидуумов для экс-
тренной профилактики развития инфекции или лечения ВЭБ-ассоциированных опухо-
лей. Клинические испытания (I фаза) были проведены для двух кандидатных вакцин, 
одна из которых в последующем прошла II фазу. Однако полученные результаты не по-
зволили продолжить испытания данной кандидатной вакцины.

Заключение. Ни одна из кандидатных вакцин на настоящий момент не прошла все 
фазы клинических испытаний.
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Введение
Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) рассматривают в ка-

честве этиологического агента таких заболеваний, как 
инфекционный мононуклеоз, лимфома Беркитта, на-
зофарингеальная карцинома, рассеянный склероз и др. 
Каждая из этих нозологий имеет социальную и меди-
цинскую значимость, поскольку наносит не только эко-
номический ущерб, но и влечет за собой утрату работо-
способности и даже жизни большого числа людей во 
всем мире [1–3]. 

Вакцинация является высокоэффективным методом 
специфической профилактики, позволяющим суще-
ственно снизить бремя инфекционных болезней, за-
болеваемость и смертность [4–7]. В настоящее время 
в мире отсутствуют вакцины против инфекции, вызван-
ной ВЭБ, но разработка средств специфической имму-
нопрофилактики ВЭБ-инфекции представляет значи-
мый интерес. Идея о необходимости создания вакцины 
против данной инфекции была высказана еще в сере-
дине XX в. [8], однако до сих пор ученым не удалось 
получить эффективный и одновременно безопасный 
препарат для иммунизации. 

Изучение структуры вируса позволило выявить осо-
бенности его строения и дало толчок исследованиям 
по разработке вакцин. Геном ВЭБ представлен двуце-
почечной ДНК и заключен в икосаэдрический капсид. 
Вокруг капсида находится тегумент, содержащий белки, 
способствующие вирусной репликации и уклонению от 
иммунного ответа с ингибированием передачи сигна-
лов. Тегумент заполняет пространство между капсидом 

и наружной мембраной, сформированной из белков 
и липидов клетки хозяина и вирусных гликопротеи-
нов [9]. При этом поверхностные гликопротеины 
играют роль рецепторов вируса, к которым при разви-
тии иммунного ответа вырабатываются нейтрализую-
щие антитела. Наиболее подробно изучены пять глико-
протеинов ВЭБ, участвующих в проникновении вируса 
в клетку – gp350, gp42, gH, gL и gB [10–14]. Отдельно 
следует отметить белки ЕА (ранний антиген), ЕВNА 
(ядерный антиген), VCA (капсидный антиген), LMP 
(латентный мембранный белок), определение антител
к которым дает возможность дифференцировать стадию 
инфекции [15].

Вирусная ДНК кодирует более 85 генов, причем 
одни отвечают за латенцию вируса, а другие – за лити-
ческую репликацию. В ходе считывания генетической 
информации с ДНК происходит синтез не только струк-
турных белков, но и микроРНК (мкРНК) вируса [10, 16]. 
На настоящий момент известно 44 синтезируемых ВЭБ 
мкРНК. Часть из них ассоциирована с геном BHRF1 
и отвечает за угнетение апоптоза В-клеток, способствуя 
их первичной трансформации. Другая часть сопряжена 
с транскриптом BART и обнаруживается во всех опу-
холях, ассоциированных с ВЭБ [17]. Кроме того, вы-
деляют мкРНК EBER1 и EBER2, которые при латент-
ной инфекции накапливаются в ядре клетки-хозяина. 
Их роль на настоящий момент до конца не изучена [18].

Установлено, что большинство генов ВЭБ подвер-
жены изменчивости, которая, однако, не превышает
5 %. Исключение составляет ген EBNA2, который опре-

Abstract
Introduction. Vaccination is one of the most effective ways to reduce morbidity. Infec-

tion caused by the Epstein-Barr virus (EBV), in the absence of vaccination, is a serious health 
problem.

The aim of the systematic review was to study the problem of developing means of specifi c 
immunoprophylaxis of EBV infection.

Material and methods. The search was carried out in the databases eLibrary, Cyber-
leninka, The Cochrane Library, PubMed, clinicaltrials.gov and on the Researchgate website 
in accordance with the developed strategy, taking into account the criteria for inclusion and 
non-inclusion. The search depth was 20 years. The search period was 04.05.2020–19.05.2020. 
The fi nal list of publications included 10 studies.

Results. Of the 10 selected articles, 7 displayed the results of candidate vaccines trials 
aimed at preventing EBV infection, and 3 described candidate vaccines for immunizing EBV-
infected individuals for emergency prevention of infection or treatment of EBV-associated 
tumors. Clinical trials (phase 1) were conducted for two candidate vaccines, one of which 
subsequently passed phase 2. However, the results obtained did not allow further trials of this 
candidate vaccine.

Conclusion. None of the candidate vaccines had yet passed all phases of clinical trials.
Keywords: vaccination; vaccines; Epstein–Barr virus
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деляет наличие двух известных в настоящее время ге-
нотипов вируса, сходство которых по данному гену 
составляет всего 54 % [19]. Исследование других вари-
антов изменчивости ВЭБ в настоящий момент продол-
жается. Так, например, в зависимости от изменчивости 
гена, кодирующего латентный мембранный белок LMP1 
(который считается единственным онкогеном ВЭБ), вы-
деляют семь вариантов вируса: дикий В95-8; Аляска 
(Ala), Китай (Ch1) и (Ch2), Средиземноморье (Med+) 
и (Med−), Северная Каролина (NC). Все они, за исклю-
чением В95-8, относительно которого происходило ран-
жирование, названы по месту их обнаружения, однако 
встречаются и в других регионах [20].

Жизненный цикл ВЭБ в организме человека вклю-
чает две фазы: латентную и литическую. В латентной 
фазе ВЭБ-инфекции вирусный геном находится внутри 
ядра зараженной клетки как в виде круговых эписом 
(ковалентно замкнутая кольцевая форма ДНК вируса), 
так и в интегрированном виде – встроенным в хромо-
сомную ДНК клетки [21]. Это позволяет вирусу в ла-
тентную фазу экспрессировать отдельные вирусные 
белки и мкРНК [21, 22]. 

В соответствии с классификацией D.G. van Zyl и соавт. 
[11] выделяют несколько стадий латенции, которые ВЭБ 
проходит в течение одного инфекционного цикла:

 • стадия прелатенции – вирион ВЭБ, попадая в рото-
глотку, инфицирует В-клетки, находящиеся в лим-
фоидной ткани, которые экспрессируют несколько 
латентных (EBNA2, EBNA-LP) и литических ви-
русных белков (BZLF1, BRFL1, BMRF1, BcRF1, 
BHRF1);

 • стадия латенции III – набор экспрессируемых 
вирусных белков изменяется в пользу латентных 
(EBNA2, EBNA-LP, EBNA3А, EBNA3В, EBNA3С, 
EBNA1, LMP1, LMP2A, LMP2B), из литических 
белков остается только BHRF1; происходит анти-
генная стимуляция В-клеток с последующей их 
дифференциацией в плазматические клетки и 
В-клетки памяти;

 • стадия латенции II – количество экспрессируемых 
клеткой белков ВЭБ постепенно уменьшается (осу-
ществляется экспрессия только латентных бел-
ков EBNA-LP, EBNA1, LMP1, LMP2A, LMP2B), 
эта стадия соотносится с такими патологическими 
состояниями, как лимфома Ходжкина и назофа-
рингеальная карцинома;

 • стадия латенции I – при делении В-клетки проис-
ходит экспрессия латентного белка EBNA1, дан-
ная стадия соотносится с ВЭБ-ассоциированной 
лимфомой Беркитта;

 • стадия л атенции 0 – экспрессия вирусных белков 
в В-клетках полностью прекращается.

За латентной фазой следует фаза литической реплика-
ции вируса, сопровождающаяся синтезом новых вирус-
ных частиц и выходом их из инфицированных клеток.

Исследователи выдвигают несколько предположе-
ний, касающихся факторов, заставляющих ВЭБ перехо-
дить из состояния латенции к литической репликации. 

Большинство этих предположений сводится к наличию 
внешнего чужеродного агента, такого как иной биологи-
ческий патоген, воздействию на организм химических 
или физических факторов [23–25]. К факторам макро-
организма относят различные иммунодефицитные со-
стояния [26]. Действие одного или нескольких таких 
факторов приводит к активации гена BZLF1 (другие на-
звания гена – Zta, или ZEBRA), который является своего 
рода переключателем между фазой латенции и литичес-
кой репликации [22]. Именно этот ген запускает про-
цесс образования новых копий вирусной ДНК и синтез 
всех вирусных белков [27]. Выход вирусов из клеток 
сопровождается обнаружением ВЭБ как в крови, так 
и в слюне [28]. Затем вирусы находят новые клетки-ми-
шени и внедряются в них. Цикл замыкается. При этом 
происходит передача возбудителя как от клетки к клетке 
внутри одного организма, так и горизонтальная пере-
дача от одного организма другому. Ряд исследователей 
не исключают наличие вертикальной передачи ВЭБ 
от матери плоду [29].

Понимание структуры и жизненного цикла вируса  – 
необходимое условие для разработки эффективных 
способов профилактики ассоциированных с ним за-
болеваний [30, 31]. Одним из наиболее действенных 
и доминирующих способов снижения заболеваемости 
является иммунизация населения с помощью вакцин. 
В этой связи важно проанализировать результаты завер-
шенных экспериментов и предварительные результаты 
незаконченных на данный момент исследований, посвя-
щенных иммунопрофилактике ВЭБ-инфекции. Это по-
зволит привлечь внимание к данной проблеме не только 
научной общественности, но и практикующих специ-
алистов, создать дополнительную базу для изучения 
и последующего внедрения кандидатных вакцинных 
препаратов.

Целью систематического обзора стало изучение 
проблемы разработки средств специфической иммуно-
профилактики ВЭБ-инфекции.

Материал и методы
Для подготовки обзора проводили отбор публикаций, 

в которых оценивали результаты разработки и испыта-
ний кандидатных вакцин для профилактики и лечения 
ВЭБ-инфекции и заболеваний, ассоциированных с ВЭБ. 

Стратегия поиска представлена в табл. 1. Глубина 
поиска составила 20 лет. Поиск литературы осущест-
влялся по поисковым запросам «вакцинация/вакцины 
от ВЭБ-инфекции», «клинические испытания вак-
цин против ВЭБ-инфекции» в библиографических 
электронных базах данных eLibrary, Cyberleninka, 
The Cochrane Library, PubMed, базе клинических ис-
следований clinicaltrials.gov и на сайте Researchgate. 
Все результаты поиска проходили независимую оценку 
тремя авторами на соответствие цели исследования, по-
сле чего производился поиск полнотекстовых статей по 
выходным данным в библиографических базах данных 
eLibrary, Cyberleninka, The Cochrane Library, PubMed, 
базе клинических исследований clinicaltrials.gov и на 
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сайте Researchgate. Дополнительно осуществляли по-
иск по спискам литературы полнотекстовых статей 
с последующим поиском источников на перечисленных 
электронных ресурсах. В исследование включали пол-
нотекстовые статьи, отвечающие цели исследования, 
год публикации которых попадал в промежуток 2000–
2020 гг. Обязательными критериями включения явля-
лись наличие информации об антигенах, использован-
ных для разработки кандидатной вакцины; о характере 
иммунного ответа и о фазе испытаний. Таким образом, 
окончательный наиболее полный на момент проведе-
ния исследования список включал 10 публикаций, из 
которых извлекали информацию (сбор данных) по па-
раметрам: фамилия и инициалы первого автора иссле-
дования; ссылка; год публикации; антигены, использо-
ванные для разработки кандидатной вакцины; характер 
иммунного ответа; фаза испытаний.

Разработка средств специфической 
иммунопрофилактики ВЭБ-инфекции

В табл. 2 представлены характеристики исследова-
ний, включенных в анализ. 

Гликопротеины, присутствующие на поверхно-
сти вирусов и инфицированных вирусом клеток, как 
правило, являются основными кандидатами на раз-
работку вакцин для предотвращения инфекции и/или 

заболевания. В течение нескольких десятилетий ВЭБ-
гликопротеин gp350, участвующий в проникновении 
вируса в В-клетки, рассматривался в качестве перспек-
тивной вакцинной мишени [32, 33].

В 2007 г. опубликованы результаты клинических ис-
следований рекомбинантной субъединичной вакцины, 
разработанной компанией GlaxoSmithKline Biologicals 
(Rixensart, Бельгия), каждая доза которой содержала 
50 мкг gp350 и адъювантную систему в объеме 0,5 мл.
I фаза исследований, проведенная c участием 148 здоро-
вых взрослых добровольцев (двойное слепое рандоми-
зированное контролируемое исследование), показала, 
что препарат хорошо переносится и обладает имму-
ногенными свойствами, сопряженными с выработкой 
нейтрализующих антител против gp350 [34]. II фаза ис-
следования, посвященная изучению иммуногенности, 
безопасности и оценке эффективности профилактики 
инфекционного мононуклеоза у здоровых молодых лю-
дей, проведена в 2001–2003 гг. в пяти территориальных 
образованиях Бельгии. В исследовании принял уча-
стие 181 серонегативный здоровый доброволец в воз-
расте 16–25 лет. Добровольцы были рандомизированы 
двойным слепым способом на равные группы. Им вну-
тримышечно по схеме 0, 1 и 5 мес вводили 3 дозы вак-
цины или плацебо. Перед вакцинацией, а также на 1, 5, 
6 и 19-й месяцы оценивали серологический статус, 
включающий определение IgM и IgG к капсидному 

Таблица 1. Стратегия поиска данных о кандидатах вакцин против ВЭБ-инфекции (период поиска: 04.05.2020–
19.05.2020)

I э
та
п

Поиск резюме по поисковым запросам в библиографических базах данных eLibrary; Cyberleninka; The Cochrane 
Library; PubMed; базе клинических исследований clinicaltrials.gov
Поисковые запросы Количество находок 
«Вакцинация/вакцины от ВЭБ-инфекции», «клинические испытания вакцин против 
ВЭБ-инфекции»

3145

II
 э
та
п

Отбор исследований – независимая оценка резюме тремя авторами 
Отсеяно по причине:
повторов 1015
несоответствия цели исследования 2116
отсутствия уникальной информации о кандидатной вакцине 4
отобрано 14

II
I э
та
п

Поиск полнотекстовых статей по выходным данным в библиографических базах eLibrary, Cyber leninka, 
The Cochrane Library, PubMed, базе клинических исследований clinicaltrials.gov и на сайте Researchgate 
и их оценка по критериям
Критерии включения Критерии невключения
Наличие полнотекстовой публикации, отвечающей цели 
исследования

Отсутствие полнотекстовой публикации, отвечающей 
цели исследования

Выход публикации попадает в промежуток 2000–2020 гг. Выход публикации до 2000 г.
Наличие информации об антигенах, использованных 
для разработки кандидатной вакцины

Отсутствие информации об антигенах, использован-
ных для разработки кандидатной вакцины

Наличие информации о характере иммунного ответа Отсутствие информации о характере иммунного ответа
Наличие информации о фазе испытаний кандидатной 
вакцины

Отсутствие информации об испытаниях кандидатной 
вакцины

Включены в исследование 10 статей Исключены 4 статьи

IV
 э
та
п Извлечение информации (сбор данных) из статей, включенных в исследование, по параметрам: фамилия и иници-

алы первого автора исследования, страна, ссылка; год публикации; использованные антигены, характеристика и 
фаза испытаний, результат
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Обзоры  

антигену EBV – VCA (невакцинные антитела) и нейтра-
лизующих антител к gp350. Эффективность вакцинации 
оценивали в течение 18 мес наблюдения после введе-
ния второй инъекции (до 19-го месяца исследования) 
методом анкетирования на наличие симптомов инфек-
ционного мононуклеоза с последующим медицинским 
осмотром и лабораторным обследованием. Через месяц 
после завершения вакцинации 98,7 % вакцинированных 
добровольцев имели антитела к gp350 (среднее геомет-
рическое титра 356,23 ЕД). В группе реципиентов пла-
цебо данные показатели составили 69,86 % (2,83 ЕД). 
Частота развития нежелательных явлений (местная 
боль, покраснение, отек, головная боль, усталость) 
была сопоставима в обеих группах, достоверные разли-
чия отсутствовали. Эффективность вакцинации соста-
вила 78 %. Вероятность развития инфекционного моно-
нуклеоза была в 4,8 раза выше в группе реципиентов 
плацебо, нежели в группе вакцинированных (9 против 
2 случаев заболевания соответственно). Однако разница 
между частотой бессимптомных форм ВЭБ-инфекции 
в сравниваемых группах (11 случаев в группе вакци-
нированных против 9 в группе реципиентов плацебо), 
не имела статистической значимости. Это позволило 
сделать вывод о том, что кандидатный препарат защи-
щает от развития инфекционного мононуклеоза, но не 
от бессимптомной ВЭБ-инфекции и сопряженных с ней 
заболеваний [35].

Позже было установлено, что помимо В-клеток, ВЭБ 
обладает тропностью также к эпителиальным клеткам 
и, возможно, к Т-лимфоцитам, при этом нейтрализую-
щие антитела против gp350 не препятствуют проникно-
вению вируса в иные клетки-мишени [12, 36].

Для преодоления ранее выявленных проблем уче-
ными из Германии был предложен кандидатный вак-
цинный препарат на основе вирусоподобных частиц, 
имитирующих структуру родительского вируса, из ко-
торого удалена вирусная ДНК, но сохранены все струк-
турные белки ВЭБ. Введение препарата мышам было 
сопряжено с развитием у них вирус-нейтрализующих 
гуморальных и клеточных иммунных реакций [37]. Од-
нако в дальнейшем клинические испытания данного 
вакцинного кандидата не проводились. 

В результате целого ряда последовательных иссле-
дований новыми кандидатами для разработки вакцин 
против ВЭБ стали поверхностные вирусные белки gH, 
gL, gB и gp42. Необходимо отметить, что гликопроте-
ины gp350 и gp42 являются уникальными для ВЭБ [38], 
в то время как gH/gL и gB имеются у всех герпес-ви-
русов и участвуют в их слиянии с клетками [39]. 
В 2016 г. американские ученые сопоставили результаты 
иммунизации лабораторных животных комплексом ре-
комбинантных белков gH/gL, gB и gp350. У кроликов, 
иммунизированных gH/gL, gB, была отмечена выра-
ботка высоких титров вирус-нейтрализующих анти-
тел, которые блокировали проникновение ВЭБ в клетки 
лимфомы Беркитта и в В-клетки человека, в то время 
как введение gp350 предотвращало только заражение 
В-клеток [38].

В 2017 г. другая группа ученых из США [40] со-
общила о результатах испытаний на животных канди-
датных вакцинных препаратов, представляющих собой 
вирусоподобные частицы со встроенными белками 
ВЭБ. Всего было создано три типа комбинаций: gH/
gL-EBNA1, gB-LMP2 и вирусоподобная частица, со-
держащая только gp350. Животных иммунизировали 
как отдельно взятыми комбинациями, так и их соче-
таниями. Препараты вводили лабораторным мышам, 
после чего оценивали титры вирус-нейтрализующих 
антител и Т-клеточные реакции. Было показано, что 
сыворотка мышей, иммунизированных gH/gL-EBNA1, 
более эффективно нейтрализует ВЭБ, поскольку пре-
пятствует его проникновению как в эпителиальные, 
так и в В-клетки, в то время как иммунизация gp350 
препятствует заражению исключительно В-клеток. 
Комбинация из вирусоподобных частиц, содержащих 
gH/gL-EBNA1 и gp350, привела к аддитивному эффекту, 
в то время как иные сочетания (gp350 с gB-LMP2 или 
gB-LMP2, gp350 и gH/gL-EBNA1) не обеспечили луч-
шего результата нейтрализации по сравнению с оди-
ночными иммуногенами. Сочетания gH/gL-EBNA1 
и gB-LMP2, напротив, поддерживали, а не блокировали 
инфекцию эпителиальных клеток [40].

В 2019 г. исследовательский коллектив из США, 
Японии и Малайзии сопоставил вирус-нейтрализую-
щую активность человеческих антител к gp350, gH/gL 
и gp42. Было установлено, что в отношении инфекции 
В-клеток антитела к gp350 составляют от 50 % до 60 % 
от общей нейтрализующей активности, в то время как 
вклад антител к gH/gL и gp42 составляет только 15–20 %. 
Антитела к gp350 и gp42 никак не влияли на проник-
новение вируса в эпителиальные клетки. Напротив, 
антитела к gH/gL являлись основным компонентом ней-
трализации эпителиоцитов, обеспечивая около 75 % от 
общей нейтрализующей активности. На основе этих 
данных было сконструировано два типа наночастиц, 
содержащих gH/gL и gH/gL/gp42, которые трехкратно 
вводили мышам. В течение 3,5 мес после вакцинации 
у животных обнаруживали высокие титры нейтрализу-
ющих антител, препятствующих проникновению ВЭБ 
в В-клетки и эпителиоциты. Аналогичные исследова-
ния, проведенные на макаках, показали, что вакцины на 
основе наночастиц, содержащих gH/gL и gH/gL/gp42, 
были высокоиммуногенными и вызывали выработку 
вирус-нейтрализующих антител, которые сохранялись 
в течение не менее 3 мес после вакцинации [41].

Еще один вакцинный кандидат, разработанный сов-
местно учеными из США и Кении, объединил в себе 
сразу пять поверхностных гликопротеинов, встроенных 
в вирусоподобные частицы (gp350, gB, gp42, gH и gL). 
Новозеландских белых кроликов вакцинировали трех-
кратно, затем методом иммуноферментного анализа 
идентифицировали специфические антитела к каждому 
из гликопротеинов. Результатом вакцинации стала вы-
работка антител, способных нейтрализовать ВЭБ in vitro 
как в В-клетках, так и в эпителиальных клетках. Резуль-
таты данного исследования опубликованы в 2020 г. [42].
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Параллельно с разработкой профилактических вак-
цин идут исследования по созданию вакцин для имму-
низации уже инфицированных ВЭБ лиц (терапевтичес-
ких вакцин). Такие вакцины могут быть в дальнейшем 
использованы для экстренной иммунопрофилактики 
или лечения сопряженных с ВЭБ патологий [11, 36].

Индукция иммунного ответа на белки ВЭБ, кото-
рые экспрессируются вирусами уже через 12 ч после 
проникновения в клетку, позволит уничтожить любые 
вновь инфицированные клетки хозяина. В своих экс-
периментах J.M. Brooks и соавт. изучили Т-клеточные 
реакции на три белка (EBNA2, EBNA-LP и BHRF1), 
которые экспрессируются в течение первых 24–48 ч 
после проникновения вируса в В-клетки. В лаборатор-
ных условиях мононуклеарные клетки периферичес-
кой крови стимулировали пептидными пулами этих 
белков и культивировали в среде в течение 7 дней до 
получения поликлональных популяций Т-клеток. Скри-
нинг на распознавание Т-клетками пептидных суб-
популяций проводился методом иммуноферментного 
анализа и показал, что только EBNA2 вызывает силь-
ный CD8+-Т-клеточный ответ, что позволяет распоз-
навать и убивать недавно инфицированные В-клетки 
на самых ранних стадиях индуцированной вирусом 
трансформации [43].

При разработке вакцин для лечения пациентов 
с назофарингеальной карциномой, ассоциированной 
с ВЭБ, рассматриваются комбинации латентных и ли-
тических белков. Так, в Великобритании была разрабо-
тана терапевтическая вакцина, содержащая рекомби-
нантный ВЭБ. Целью иммунизации стало повышение 
иммунитета к опухолевым антигенам EBNA1 и LMP2. 
Вакцину вводили 16 пациентам с ВЭБ-положительной 
карциномой носоглотки трехкратно с трехнедельными 
интервалами между прививками. До иммунизации 
все пациенты получали региональную лучевую тера-
пию, химиолучевую или адъювантную химиотерапию. 
У двух пациентов была отмечена явная стабилизация 
заболевания после вакцинации. Еще у двух пациентов 
вакцинация не имела клинического эффекта. В осталь-
ных случаях результат нельзя расценить однозначно. 
Тем не менее в ходе I фазы клинических испытаний 
авторы оценили безопасность и иммуногенность вак-
цинного препарата и предложили расширить когорту 
для клинических испытаний. Результаты исследования 
опубликованы в 2014 г. [44]. 

В 2019 г. группой ученых из Швейцарии, Велико-
британии, Германии и Австралии описаны результаты 
доклинических испытаний нескольких кандидатных 
вакцин, нацеленных на уничтожение опухолевых кле-
ток Т-лимфоцитами. Поскольку CD4+- и CD8+-Т-клетки 
человека распознают EBNA1, именно этот белок был 
взят за основу. Наилучший результат показал препарат 
на основе аденовирусов, кодирующих EBNA1, усилен-
ных модифицированным вектором на основе вируса 
осповакцины. В результате вакцинации мышей, кото-
рым предварительно были привиты опухоли, имеющие 
сходство с В-клеточной лимфомой Беркитта, был полу-
чен мощный CD4+- и CD8+-Т-клеточный иммунный от-
вет, обеспечивающий защиту от Т- и В-клеточных лим-
фом, экспрессирующих антиген ВЭБ [45]. 

Заключение
Результаты систематического обзора показали, что 

в настоящее время за рубежом ведется работа по соз-
данию кандидатных вакцин против ВЭБ-инфекции, при 
этом отечественные исследования, посвященные раз-
работке вакцин против данной инфекции, в литературе, 
отобранной в соответствии с заявленной стратегией по-
иска, отсутствуют.

На момент окончания поиска публикаций в соот-
ветствии с заявленной стратегией всего было найдено
10 работ, семь из них отображали результаты доклини-
ческих и клинических испытаний вакцин, нацеленных 
на предотвращение инфицирования ВЭБ. Еще три ра-
боты описывали кандидатные вакцины для иммуни-
зации инфицированных ВЭБ индивидуумов для экс-
тренной профилактики развития инфекции или лечения 
ВЭБ-ассоциированных опухолей.

Ни один из кандидатных вакцинных препаратов 
к настоящему времени не прошел все фазы клинических 
испытаний. Клинические испытания (I фаза) были про-
ведены для двух кандидатных вакцин, одна из которых 
в последующем прошла II фазу. Однако полученные ре-
зультаты не позволили продолжить испытания данной 
кандидатной вакцины.
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20 июля 2020 г. исполнилось 80 лет со дня рож-
дения Владимира Александровича Козлова – одного 
из крупнейших советских и российский иммунологов, 
академика Российской академии наук, профессора, док-
тора медицинских наук, заведующего кафедрой клини-
ческой иммунологии Новосибирского государственного 
медицинского университета, научного руководителя 
НИИ фундаментальной и клинической иммунологии 
(НИИФКИ), заведующего лабораторией клинической 
иммунопатологии этого же института. 

В.А. Козлов родился в Новосибирске. В 1963 г. Вла-
димир Александрович окончил Новосибирский государ-
ственный медицинский институт. С 1963 г. он последо-
вательно прошел путь ординатора, аспиранта, младшего 
и старшего научного сотрудника, заведующего лаборато-
рией, заместителя директора по научной работе, дирек-
тора института, заместителя председателя Сибирского 
отделения Российской академии медицинских наук.

В 1969 г. Владимир Александрович защитил диссер-
тацию на соискание ученой степени кандидата медицин-
ских наук по теме «Постэмбриональные и пострадиаци-
онные сдвиги в иммунокомпетентной ткани животных 
разных генотипов», в 1981 г. им была защищена док-
торская диссертация на тему «Гуморально-клеточные 
уровни регуляции основных этапов антителогенеза». 
В 1986 г. ему было присвоено ученое звание «профес-
сор» по специальности «Аллергология и иммунология». 
В 1994 г. В.А. Козлов был избран членом-корреспонден-
том РАМН по специальности «Иммунология», в 2002 г.  
действительным членом (академиком) Российской ака-
демии медицинских наук по специальности «Иммуно-
логия». В настоящее время В.А. Козлов – академик Рос-
сийской академии наук.

С именем В.А. Козлова связано развитие фундамен-
тальных исследований в области регуляции иммунного 
гомеостаза во взаимодействии с нервной, эндокринной 
и кроветворной системами в норме и патологии. 

В.А. Козлов внес большой вклад в развитие экспе-
риментальной иммунологии. Им были выявлены раз-
нонаправленные конкурентные механизмы регуляции, 
пролиферации и дифференцировки стволовых крове-
творных клеток, а также впервые в мире выдвинута 
и обоснована гипотеза об участии полипотентных ство-
ловых кроветворных клеток в формировании иммун-
ного ответа.

Впервые в мире В.А. Козловым с сотрудниками опи-
саны иммунорегуляторные функции эритроидных кле-
ток. По результатам этих исследований в 1990 г. Госко-
митетом СССР по делам изобретений зарегистрировано 
открытие «Явление регуляции гуморального иммунного 
ответа гетерогенной популяцией клеток эритроидного 
ряда». Впоследствии из эритробластов был выделен 
иммунодепрессивный фактор, обладающий ингибиру-
ющим эффектом на пролиферацию В-лимфоцитов.

Под руководством В.А. Козлова разработан но-
вый иммуноактивный препарат, не имеющий аналогов 
в России и за рубежом,  Hb (цепь гемоглобина) – со 
свойствами модулятора эритро- и иммунопоэза. Также 
обоснована возможность применения нового ингиби-
тора пролиферации стволовых кроветворных клеток 
(Hb, а также входящего  в его состав пептида PN951) 
в качестве химиопротекторного средства.

В настоящее время под руководством В.А. Козлова 
инициированы и успешно ведутся работы по созданию 
принципиально нового класса препаратов для лечения 
основных заболеваний человека на основе биомеди-
цинских клеточных продуктов. В этом направлении 
разрабатываются подходы к использованию в каче-
стве клеточных продуктов не только стволовых клеток, 
но и различных популяций клеток иммунной системы 
(дендритно-клеточные и Т-клеточные вакцины, цито-
токсические Т-клетки, М2-макрофаги и др.). 

В.А. Козловым создана школа высококвалифици-
рованных специалистов в области иммунологии. Им 

Юбилей

Владимир Александрович КОЗЛОВ
К 80-летию со дня рождения
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подготовлены более 70 докторов и кандидатов наук. 
В течение ряда лет В.А. Козлов является предсе-
дателем диссертационного совета Д.001.01.01 при 
НИИФКИ, главным редактором научных журналов 
«Клеточная трансплантология и тканевая инженерия» 
и «Традиционная медицина. Восток и Запад», замести-
телем главного редактора журналов «Цитокины и вос-
паление» и «Российский иммунологический журнал», 
членом редакционных коллегий и советов журналов 
«Сибирский научный медицинских журнал», «Ме-
дицинская иммунология», «Аллергология и иммуно-
логия», «Клеточные технологии в биологии и медицине», 
«Иммунология».

В.А. Козлов является почетным вице-президентом 
Российского научного общества иммунологов, вице-
президентом Education Instruction Committee of World 
Federation of Chinese Medicine Societies, почетным чле-
ном The World Immunopathology Organization (WIPO), 
приглашенным профессором в Тяньцзинском универси-
тете традиционной китайской медицины.

Огромны заслуги В.А. Козлова в преподавании 
иммунологии и усилиях выделить иммунологию в са-
мостоятельную научную дисциплину. Он является 

заведующим кафедрой клинической иммунологии 
в Новосибирском государственном медицинском уни-
верситете и инициатором создания курсов «Иммуно-
логия и клеточны е технологии» в этом же университете. 

В.А. Козлов – автор и соавтор более 1200 научных 
публикаций, в том числе 14 монографий, 5 руководств 
и учебников. Им получено 34 патента, 9 авторских сви-
детельств, 1 диплом на открытие. 

Владимир Александрович удостоен премии РАМН 
им. Н.И. Пирогова и Государственной премии Прави-
тельства Российской Федерации в области образования, 
награжден почетным знаком им. акад. В.И. Йоффе и зо-
лотой медалью Российского научного общества иммуно-
логов, является кавалером золотого почетного знака 
«Общественное признание», имеет почетное звание 
«Заслуженный ветеран Сибирского отделения РАН», 
отмечен знаками отличия «За заслуги перед Новосибир-
ской областью» и «Отличник здравоохранения».

Редакция журнала «Иммунология» поздравляет ака-
демика В.А. Козлова с юбилеем и желает ему творчес-
кого долголетия и активной работы на благо развития 
фундаментальной и клинической иммунологии!


